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要旨
昆虫などの無脊椎動物は免疫グロプリンを持たず、生体内に侵入した異物に対して哺乳
類に見られるような特異的な獲得性免疫反応を示さない。この昆虫の生体防御反応の一つ
として、バクテリア感染によるセクロピン、アタシン及びリゾチームなど一群の抗菌性タ
ンパク質の誘導が知られている。カイコ幼虫にバクテリアを注入すると、数時間後には体
液中に抗菌性タンパク質の誘導が観察される。この誘導はバクテリアの細胞壁ペプチドグ
リカンeOやグラム陰性菌外膜成分であるリポ多糖(LPS)を単独で注入することで起こる
ことから、これら細胞壁成分が抗菌性タンパク質の直接の誘導因子であることが明らかと
なっている。抗菌性タンパク質誘導にはPG構造の特異性力蝙悪められることから、この誘
導には一定のPG構造を認識するシステムが存在する可冑酵陛が考えられる。この論文はPG
によるカイコ抗菌性タンパク質誘導の分子機構について検討した結果をまとめたものであ
る。
第 I章では、昆虫の一般的な生体防御機構と、これまでに明らかとなっている抗菌性タ
ンパク質誘導機構に関する知見について述べた。
第Ⅱ章では、抗菌性タンパク質の産生器官であるカイコ幼虫脂肪体を培養し、加サPOで
の抗菌性タンパク質誘導系の確立を行った。あらかじめ PGを注射し免疫化した脂肪体を
ace培地で培養すると培地中に抗菌活性が検出されたが、無処理の幼虫脂肪体では顕著
な抗菌活性は認められなかった。しかし、無処理の脂肪体にPGを添加して培養すると高
い抗菌活性が誘導された。電気泳動により同定を行ったところ、誘導された抗曲性タンパ
ク質はリゾチームとセクロピンであった。また、シクロヘキシミドあるいはアクチノマイ
シンDの添加により完全に阻害されたことから、この誘導はPGの刺激によるtr9 ηο乃合
成であること力靖諷められた。
この加virpでの誘導系を用い、PG構造の違いによる誘導効果を検討したところ、これ
まで加ッル9で得られた結果と一致し】
“
,′伽
“
9gprcPrrT開及びh力9x励ヵω力由来の細胞壁
PGによって高い抗菌活性が誘導されたが、M破∝αβヵど筋ば由来の細胞壁 PGでは非常
に低い活性しか誘導されなかった。また、血球を含まない脂肪体堵養系にバクテリア菌体
を直接加えた場合にも顕著な活性の誘導が観察された。これらの結果は、抗菌性タンパク
質誘導に血球によるバクテリアの貪食は必ずしも必要でないことを示唆している。
PGは哺乳動物においても様々な免疫応答を引き起こすことが知られているが、それに
必要な構造については未だ明らかになっていない。そこで第Ⅲ章では誘導に必要な PCの
最小構造の特定を行った。誘導効果に大きな差のある】 "?♂
t煎114や二 ω力とM力r筋1デ
の細胞壁 PG構造の違いはペプチド架橋部分にあることから、まず架橋の有無と誘導効果
について検討した。そのためにPGの架橋形成阻害剤であるペエシリンGをグラム陽性
菌の培地に加えることにより直鎖状PGを調製した。a"q♂=T面及びM力協βより調
製した直鎖状PGはいずれもa μ9gryr9rilrp細胞壁PGと同様の強い誘導能を有していたこ
とから、抗菌性タンパク質の誘導にはPGのペプチド側鎖間の架橋は必要ではなく、M
rtrros細胞壁PGにみられるようなLysを含むかさばるペプチド架橋は逆にPGの認識を
妨げるものと考えられる。次にこの直鎖状 PGをリゾチームにより限定分解後、グルろ赴
により分画した分子量の異なるPG断片を用いて誘導に必要なPGの最小構造を検討した。
その結果、ペプチド側鎖を持ったGhNAttMurNAcから成るPGユニットが2つ結合した
ものが誘導に必要な最小構造であると決定した。
第Ⅳ章ではカイコのPG認識システムの検索を行った。上述のように抗菌性タンパク質
誘導効果はPG構造に依存していることから、カイコにはある特定構造のPGを認識する
システムが存在する可台9性が考えられた。また、加vrrwの実験結果から脂肪体がPGの認
識に関与しており、この認識に直接関わるPG結合タンパク質力Ⅶ旨肪体細胞に存在する可
能性が示唆された。また、それ以外にもPG認識タンパクが体液中に存在する可能性も考
えられるため PGと結合するタンパク質の検索を脂肪体と体液について行った。検索方法
として、1密Iにより標識した光親和性の架橋剤(SASD)とPGを結合させ、これを用いたフ
ォトアフィニティ標識により検索を行った。その結果、体液中にPCと特異的に結合する
タンパク質の存在が示され、このタンパク質を部分精製した。しかし、脂肪体の可溶化細
胞膜については、この方法では PG結合タンパク質を検出することができなかった。そこ
で、別のアプローチとして生体分子間の相互作用を検出するBIACOItEシステムを用いて
検出を行ったところ、可溶化細胞膜に,Gと特異的な結合を示すタンパク質の存在が認め
られた。
以上のように本論文では、カイコにおける抗菌性タンパク質の誘導は一定構造のPGが
認識されることで起こることを明らかにし、さらに誘導因子として必要な PGの最小構造
を哺乳動物も含め、初めて明らかにした。また、このPGを認識すると思われるPG結合
タンパク質が抗曲隆タンパク質の産生器官である脂肪体細胞膜に存在することを示した。
Sunl!れary
lnsects resPond tO bac俺?al infection with a se?es of cemular and humoral defensive
reactions,including synhesis of antibacte?al proteins,such as lysozyme,cecropins and
attacins.An itteCtOn Of bacteial cell wЛl pep償doglycan(PG)or hPOpOlysaccharide
(LPS),induces an償bactedal act?ity in the hemolymph.The illduction by PG is a specinc
resPonse following r∝og?hon of PG ofso】me deflnite stRICmre in the hemolymph.The
speciflc induction by P(〕suggests an e?stence ofPC recognition systems in insecto This
study aims to explore he mdecular mecha?slxls of induction of antibacte?Л pЮtei
synthetts by pepidogycaninthe silkwom,β閉 勒 脇ば
'・When fat bOdy fЮm immllnized laryae was cuimred in Grace's medium,
andbacte?al acuvity was detected in the cldture medium without addition of elicitoro h
the cuimre offat body fЮIn naive laⅣae,antibacttial activity lvas not detected duing the
irst 7h of incubation,butthe addition of PG to the mediunl,induced the activity du?ng
拗 of incubation,The acidic PAGE of the cllltured medillm showed that cecЮPin and
lysozyme were synthesized and secreted into the medium. '「he syndleses of the
antibactenal proteins were inhibited by  acinomycin D or cyciohexinude,indicaLng de
歿〃ο synthesis of the a?dbactenaI PЮteins in cllltured fat bodyo PG fЮm β.じο″or β.
陶等″び賜 had high ability to indllce an戯b“俺五al pЮteins,butPG fЮm ν町ガ?"d was
very p∞r elicitor.The res』ts suggested an e?stence of PG recognidon system in fat
body celis.
PGsfЮm β.′た膨η″ 服ねand ν:′′舵′∫were different each oher in their pepdde
linkage structures,which might be a cause for the great difference in the inducing abihty
ofthese PGs.To PЮve he possibility,linear uncЮss‐link d PGs were isolated fЮm the
bacte?al culture rledia incubated with penicillin G,and tested for the elicitor activity.The
linear PGs fЮm肱肋′9Иs and β.Jた膨刀ゎr胸ねWere simmary effecuve as cticitor.The
results suggest thatthe cЮss―linkag between attacent pepdde Sde ch?ns is not esserldal
for he elicitor activity,but a b』ky and charged penぬpeptide bidge in肱ルrg"d PG
interrairs recognidon ofヽthe molecule.To detelll?ne the minimum structure of PG
required for induc也on of antibactedal pЮtein synhesis,linear PG fra♂ments with
different md∝ular size were prepared and tested for the elicitor activity.The minimum
smcmre Of PG was deterauned to be two repeaing ttacetylgtucosamine―洋
acetylmwamic acid u?ts wih pepide side chains.
As the results suggested Presence of a PC recog?don molecule in the fat body cells,
detecion of PG Ыnding pЮtein was attempted using[1251]_ASD―PG,a photoafflnity
CЮSS―linking PG del?aive.PG binding PЮtein was detected in the hemolymph after
?suЛized the labeled bands On a gel of SDS―PAGE by autoradiography,In solubilized
membmne pЮteins fЮnifht body ceWs,however,no specinc binding Was detected with
this lnethod・ F r more sensitive and speciflc detection of PG―binding pЮtein in
solubilized fat body mernbrane,BIACORE 2000 was usedo With this system,a binding
of Protein to irrmobilized PG on a sensor tiP was detected.The binding was sPcCiiC for
PG,since the protein showed Poor binding for chitin or LPS.
第 I章 序論
(1)昆虫の生体防御機構
自然界に存在する動物種は現在までに種として記載されているものだけでもloo万種にも
及ぶが、その中で哺乳類を含めた脊椎動物が約38000種であるのに対し、無脊椎動物に属
する節足動物は 930,000種と、全動物種の 90%以上を占めている。中でも昆虫は 750,OgJ
種が存在している う。この昆虫の緊栄の背景には個体数の多さと環境への適応能力の高さ
などがあるが、恒常性の維持や微生物の感染に対する高度な生体防御システムの存在も、
その理由の一つと考えられる。一般に生体防御反応は異物の認識から始まり。それに対す
る無毒化、排除を行う一連の反応を示す。バクテリア感染など異物に対する哺乳類など脊
椎動物の防御応答は、非獲得性 (自然)免疫反応と、特異的な抗体を介した獲得性免疫反
応に大きく分けられる の。 ・方、昆虫など無脊椎動物には免疫グロブリンに相当するもの
が無く、異物など非自己に対する免疫記憶が存在しない。つまり、昆虫の生体防御反応は
非獲得性免疫反応により成り立っている。しかし、現在までの昆虫の生体防御機に関する
研究結果から脊椎動物の免療機構を単に簡略化したモデルとは言い難く、系統発生的に非
獲得性免疫を発達させてきたと考えられる。
完全変態型の昆虫は、幼虫や蛹の脱皮時期にカピやバクテリアを含めた微生物に感染す
る頻度が成虫時に比べ高くなると考えられる。それら微生物の侵入に対する最初の防御シ
ステムは、ワックス、キチン、タンパク質により構成された非細胞構造のクテクラ層と呼
ばれる物理的なバリアーを表皮に持つことで成り立っている。また、経口由来の感染に対
しては消化管内が高いアルカリ性を示すことでバクテリアの繁殖を抑制する。さらに囲食
悟僣再峰彗:稔檀脅貞】哲女:絆操!:票吾景ξ骨「峰募igョほ曇:替ζ警存格脅:は
各器官が体液で満たされた同じ空間に存在することから、クチクラ層などの物理的なバリ
アーが何らかの形で破られ、体腔内に微生物が侵入することは昆虫にとって致命的な出来
事である。その体14内はパクテリアにとって栄養成分や pHなど繁殖するには十分な環境
ではあるが、実際には体腔内に侵入したバクテリアに対して、体液中に存在する様々な生
体防御システムが働きれバクテリアの増殖を防いでいる。
(2)細胞性防御反応
昆虫体波内での生体防御反応は大きく二つに分けられ、血球による細胞性防御反応と血
漿成分による体液性防御反応により対抗する。血球は体液内に侵入したバクテリア、カビ.
線虫類、産みつけられた寄生昆虫の卯などに対し、それら外来性の異物を非自己と認識し、
貪食作用(phagOCytosis)、ノジュール形成(■oduにFormtion)、包囲化作用(cncapSulation)など
により排除するつ。
貪食作用は顆粒細胞とプラズマ細胞によってバクテリアなどの微小な異物をエンドサイ
トー シスにより血球内に取り込み、殺菌、消化する防御反応である。また、このパクテリ
アなどを細胞内に取り込んだ顆粒細胞が集合体をつくったり、バクテリアの集塊を顆粒細
胞が取り囲むことによって分散を防ぐ反応がノジュール形成として知られている。食作用
は対象となる異物が血球よりも小さな異物に対する反応であるのに対し、包囲化と呼ばれ
る防御反応は血球よりも大型の異物に対し起こる反応で、まず顆粒細胞により異物を取り
囲んだ後、プラズマ細胞が反応し、この二種類の血球層を異物の周りに形成することで生
体内での異物隔離を行う反応である。
c)体液性防御反応
バクテリアが感染した場合、まず細胞性防御反応である食作用とノジュール形成によ
リバクテリアの排除が行われ、これに伴い体液性防御反応が働く。体液性防御反応として
は、1)抗菌性タンパク質の誘導 2)フェノールオキシダーゼ系の活性化 3)レクチン 4)補体
様囚子 5)抗ウイルス性囚子などがある 働。中でも、バクテリアに対する主要な防御シス
テムの一つとして、バクテリア感染によって誘導される数種の抗菌性タンパク群の存在が
挙げられる。
1.リゾテーム
昆虫から単離された最初の抗菌性タンパクは、Cα′ιr,a"ιttИど′α由来のリゾチームで
ある 6)。鱗翅日の 拘α幼
"ο
tt C9Cr9P'α由来のリゾチームは 120アミノ酸残基、分子景
13。8kDaで脊椎動物である卯白リゾテームに非常に似かよっている 7)。 ムラミシダーゼで
あるリゾチームは数種のグラム陽性菌に対して作用し、甜1胞壁を加水分解する溶菌酵素と
して働く。誘導性の抗菌性タンパク質とは異なり、リゾチームは幼虫や蛹の体液中に常に
存在し、さらにバクテリアの感染などの刺激によって誘導され、体液中の濃度が増加する
8、 9)。バクテリア感染のない健常な昆虫の体液に含まれるリゾチームはバクテリアの感染
に対する昆虫の初期防衛手段の一つであると考えられ、その後誘導されるセクロピン、ア
タシンと相乗的に働くことで効率よくバクテリア感染に対抗するものと考えられるЮ)。
2.セクロピン    ｀
セクロピンはBomanらにより鳳 Gιttη,α より最初に単離された分子量約 4,∝Юの焔基
性タンパク質で現在までに同族体 A,B及びマイナー成分の Dタイプの存在が確認されて
いる 11ヽ盟)。 セクロピンタイプの抗菌性タンパクはその他センチニクバエの 肋r甲脇gα
Pιrじgr,ηαお).カイコ肋脇♭Tノ
“
θ′,Mヽ15)、タバコスズメガM朗れcα∫ιズrn lめなど多くの昆虫
から単離されている。また、昆虫のみならず哺乳類からの報告もあり、ブタ小腸からもセ
クロピンタイプの抗由性タンパク質が見つかっている ")。
cDNAあるいはゲノム配列から、セクロピンは 22アミノ酸残基のシグナルペプチドを
含んだ 62-64残基で構成されたプレプロセクロピンの形で合成され、産生細胞から分泌時
にシグナルペプチドが離れる。この後、体液中に存在するジペプチダーゼにより、プロリ
ンを含む N末側のジペプチドが外れ matureなセクロピンとなる。その結果、セクロピン
は 35～37アミノ酸残基から構成されており、N末端部分は強塩基性を示し、C末端の半
分は疎水性を呈している 鰐)。 三次構造として N末側とC末側の 2つのα―ヘリックスが
Ala‐Gly_PЮを介して結合した構造をとる p)。大腸菌にセクロピンを作用させるとATP量
の減少と共に、細胞内 K・の漏出が認められる 2の。 これはセクロピンがバクテリア内膜
にイオンチャンネルを形成することで膜電位を消失させ、物質輸送、ATP合成を阻害す
るためであり、C木端の疎水性のα_ヘリックスは内膜へ侵入するために必要であると考
えられる 21)。また、リポソームを用いてセクロピンの膜への作用を検討した結果、負に
帯電した脂質で構成された膜の場合に効率よく膜電位が消失することより 22)、N末側の
塩基性がバクテリア内膜への吸着に働くものと考えられ、二つのヘリックスを結ぶ Ala―
Gly‐Proの嫌ヘリックスアミノ酸を含むトリペプチドのヒンジ構造により柔軟に曲がるこ
とで、それぞれのヘリックスを効率よく働かせている 21)。
セクロピンの抗菌効果は孔平板法により測定され、その抗菌スペクトルは多くのグラム
陽性菌、グラム陰性菌に対して殺菌効果を示す 勾)。 このセクロピンタイプの抗菌性タン
パク質はリゾチームと異なり通常の体液中には存在せず、バクテリアの感染によって脂肪
体および血球で合成され、体液中に分泌される。しかし、セクロピンタイプの抗苗性タン
パク質である S.Pι′θgrttα由来のサルコトキシンIAはバクテリア感染のみならず特定の
発育ステージで発現していることがノーザン分析の結果から明らかとなった 雰)。 この結
果はセクロピンがある種の昆虫では単にバクテリアに対する生体防御だけではなく変態時
に何らかの役割を果たしている可能性が考えられる。
3.アタシン
セクロピンと同様 ユ cじm叩,αより単離されたアタシンは当初、AからFの6タイプが
存在する勾)。 しかし、得られたcDNAクローンよりこれらのアタシンは酸性アタシン(aOd
attacin)と塩基性アタシン(basiC attacin)の2つの遺伝子産物であることが明らかとなった%)。
アミノ酸配列の解析から酸性アタシンは 188残基、塩基性アタシンは 187残基から成り、
それぞれの C末端側にある、Ser‐Lys_Tyr_Phe,のテトラペブチドの部分分解と、酸性アタ
シンの N末端 Glu lの環状化 (PyЮ81utama俺)の有無から6タイプのアタシンが生じたも
のと考えられる 2の。
アタシンの抗菌スペクトルは狭く、h力ιr,cttα θθ′,と2種類の腸内細菌にのみ効果が認
められている 拓)。 また、バクテリアの定常期には効果が無く、増殖期のパクテリア外膜
に働くことで、隔壁合成を阻害する 25、27)。実際、アタシンと同族の抗菌性タンパクであ
る S,Pιrg♂珈α由来のサルコトキシンⅡを作用させたバクテリアを電子顕微鏡によって形
態観察すると、菌体の伸長化と共に細胞膜のスフェロプラス ト様変化が生じ、菌体の破損
が認められる 2の。
4.ァフェンシン
デフェンシンは6個のCysを含む 29～35アミノ酸残基からなり、多くのグラム陽性菌
および陰性菌に対して抗菌作用を示す抗菌性ペプチドで、貪食作用を有する多形核白血球
であるヒトの好中球より最初に見つかった 29J。ゥサギでは肺胞マクロファージに存在し、
呼吸経由のバクテリア感染に対抗する 3ω。同じデフェンシンファミリーであるβ‐デフェ
ンシンはラット 31)、マウス Эり、ウシ 33Jなどに存在することが明らかとなっており、この
タンパクは哺乳類一般の抗バクテリア物質であると考えられた。しかし、これと相同性を
持つ抗菌性タンパク質がP力伊′
“
,α ″rrαttοソβθ 30、ぉょびS.ρどκ8′
'力
α的など数種の昆虫より
見つかっており、昆虫デフェンシン、あるいはザーペシンとして知られている。昆虫デフ
ェンシンはグラム陽性菌の細胞膜に働き.膜透過性に変化を与え ATP合成を阻害するな
どの効果を示すが、グラム陰性菌や真核細胞には影響が少ない3o。
5,フェノールオキシダーゼ系
抗菌性タンパク質誘導と同じく、昆虫の体液性防御に関わると考えられる防御機構にフ
ェノールオキシダーゼ系がある。パクテリアやカビの感染によって活性化されたフェノー
ルオキシダーゼにより、体液中のフェノール性物質のチロシンが酸素存在下で酸化されメ
ラニンを形成する。その結果、このメラニンは体表の傷を塞ぐと共に、侵入したバクテリ
アやカビなど異物の周囲を包囲化し、増殖や分散を防ぐ 37,383。ヵィコ∂。加οr,におけるフ
ェノールオキシダーゼ系カスケードの誘尭は、バクテリア細胞壁 PG、あるいはカビの細
胞壁成分であるβ■,3‐グルカンを特定のタンパク質が認識することから始まり、セリンプ
ロテアーゼ前駆体が活性化され、次に、このセリンプロテアーゼによリフェノールオキシ
ダーゼ前駆体(PrOPO)が活性化される394)。
6。 その他、生体防御に関連する体液性困子
ヘモリン(hemol?)はユ じ¢伽T'αと肱 ざιttαより単離された免疫グロプリンスーパーフ
ァミリー属する分子量 50kDaのタンパク質で、通常の体液中に低いレベルで存在し、バ
クテリアの感染によりOcr9P,,では18倍、財加JIt側では30-45倍もの濃度の増加が認め
られる 41)。 このヘモリンはパクテリア感染に対する防御タンパクの一つとして考えられ
ているが、他の誘導性タンパク群のような抗菌性を示さないη)。 Sunら4)は加ソ,どrrpにお
いて、ヘモリンがバクテリアヘ特異的に結合することを明らかにし、さらにLadendor∬ら
4)は、ヘモリンが血球に結合することで血球の凝集が妨げられることを示した。また、Sirlei
ら4)はヘモリンが LPS、特にその結成脂質であるリピドAに結合することを示したこと
等から、このタンパク質がバクテリアの認識に関与し、オプソニンとしての働きを持つ可
能性が考えられる。
ぃ)抗菌性タンパク質の誘導因子及びその認識機構
抗菌性タンパク質の誘導機構の解明を目的に幾つかの研究グループにより抗菌性タン
パク質の誘導因子の特定が行われ、幼虫に様々な物質を注射することで誘導の特異性が検
討された。Powningら)｀は鱗翅目昆虫のG.μθ′ο附♂JねとBo μο河の幼虫にグラム陽性苗で
ある Mじ′οじじ″dゥ∫οJひ脇施
"∫
生菌を注射し、体液中のリゾチーム活性が無処理の幼虫体液
に比べ約 10倍程度高くなることを明らかにした。また、セクロピンタイプの抗由性タン
パク質もリゾテームと同様に幼虫の体腔内にパクテリア菌体を注射することで誘導される
Ъ'守)。 この鱗翅目昆虫に認められる抗菌性タンパク質誘導は、パクテリア感染のシグナル
としてグラム陰性菌外膜の構成成分であるリポ多糖(LPS)およびグラム陰性、陽性菌に共
通して含まれる細胞壁ペプチドグリカン(PC)が誘導因子として働く 狙ヽ り、勤)。 PCはβ_1,4
結合した N―アセチルムラミン酸と N‐アセチルグルコサミンの繰り返しから成る糖鎖とム
ラミン酸に結合した短いペプチド鎖から構成されている。このペプチド鎖はリジン、ある
いはジアミノピメリン酸を含み、これらのアミノ酸の持つ ε―アミノ基を介して他のペプ
チド鎖のC末端と架橋を形成している。グラム陰性菌のPGはペプチド側鎖同士が直接結
合しているが、グラム陽性菌の場合、架橋部分が種により多様な構造を持つ。カィコβ,μο河
では、注射するバクテリアの種類とそれによって誘導される抗菌活性の間に相関性があり、
グラム陰性菌では種に関係なく高い誘導効果を示すが、肱 ′μ″′ざを含めた特定のグラム陽
性菌では誘導効果が低い。Moishimaら51)はこのパクテリアの種類の違いによる誘導効果
の違いがPGの構造に依存することを明らかにした。
昆虫の抗菌性タンパク質の誘導因子である LPSは、古くからヒトのバクテリア感染に
よる敗血症の主要因子として特定されておリマクロファージに作用することで腫瘍壊死因
子cNF―α)、 L-1、L‐6などサィ トヵィンの過剰発現を誘発することが知られている 立ヽ ヨヽ
舅)。 しかし、グラム陰性菌の感染によって起こる種々の生体反応が LPSを持たないグラ
ム陽性菌においても同様に起こり、その誘発因子がバクテリア細胞壁 PGであることが明
らかとなった )｀。 また、Nぃアセチルムラミン酸と L‐アラニン、Dイツグルタミン酸の二
つのアミノ酸から成る muramyl dipepnde(MDDは、抗体産生を誘発するアジュバントペプ
チドとして知られているが 質)、 MDPはPCの部分構造であり、PG自体がアジュバント
活性を持ち、免疫系細胞に働き様々な生体反応を引き起こす。これらの結果は昆虫から哺
乳類に至るまで、PGやLPSなど締胞壁成分がバクテリア感染の共通のシグナルとして働
いていることを示唆する。
哺乳類における LPSやPGの認識システムについては、直接ヒトの病態と関連する研
究対象として注目され、多くの研究グループにより解明されつつある。LPSに関しては、
そ の認識 システム として cD14とLPS―Ыnding p『Otcin(LBP)が知 られている 5め。血漿中に
存在するLBPは生体内に侵入したグラム陰性菌のLPSと結合し、LBP_LPS複合体を形成
する。この複合体はマクロファージ細胞表面上に存在するCD14によって認識されること
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で、細胞内へのシグナル伝達が行われる 581。
LPSとは対照的にPG認識システムについての知見は少ない。DziarsMらS'ヽ ωヽ 61)の報告
によればリンパ球細胞の表面上にPGに特異的な結合部位を検出し、しかもLPSもこの部
位に結合することを示し、LPSとPcは同じ認識システムを共有すると考えられていた。
その後、このPG結合タンパクは細胞培養時に用いられた血清アルブミン (BSA)である
ことが明らかとなったが、実際に BSAや、ヒトアルプミンが免疫システム誘発のための
PG認識に関わっているのかは不明である。また、最近になり同じDJar飩らのグループ
が、LPS認識システムであるCD14にPGが特異的に結合することを報告した 62、●、a)。
哺乳動物でのPG認識システムの解明が明らかでないのと同様、昆虫においてもPG認
識システムに関する報告は少ない。唯一昆虫の PCの認識システムとして知られているも
のでは前述したAshidaらによって報告されているフェノールオキンダーゼ系におけるPG
認識タンパクがある 6め。バクテリア感染を認識するという共通性からPG認識系を共有す
る可能性も考えられるが、フェノールオキシダーゼ系は高分子 PGにより活性化され、リ
ゾテーム処理した低分子 PGでは活性化されないが 41)、抗菌性タンパク質は低分子 PGに
より誘導される。5り。これらの結果からフェノールオキンダーゼ系と抗菌性タンパク質誘
導系は PGを誘因物質とするが、それぞれ異なった認識機構により活性化されるものと考
えられる。フェノールオキシダーゼ系でのPG認識タンパクの解明が進む一方で、抗菌性
タンパク質誘導系におけるPG認識機構についてはこれまで報告例がない。
前述したように、昆虫では、T細胞、B細胞などによる特定の抗原に対する獲得性免疫
反応は確認されておらず、記憶を伴わない非獲得性の防御反応のみ働くと考えられている。
哺乳類の免疫機構の中で、補体系の第二経路活性化やマクロファージの活性化は非獲得性
免疫反応の一つであり、バクテリア由来の成分により直接活性化される。これら非獲得性
免疫はその後に続く獲得性免疫が働くまでのラグタイムを埋めるための初期防御反応であ
ると考えられる。昆虫にとってラグタイムは致命的な出来事であり、バクテリア感染に対
し、即効的で有効的な非自己認識システムと急性期反応を必要とする。それ故、フェノー
ルオキシダーゼ系やヘモリンなどの非自己認識システムや、一度の感染によって数種類の
抗菌性タンパク質を誘導させるシステムを進化の上で発達させてきたと考えられる。その
一方で、セクロピンやデフェンシンなどの抗菌性タンパク質が哺乳類にも存在するなど.
昆虫特有と考えられていた抗菌性タンパク質が生物種を越え、共通して存在することから、
昆虫で主要な働きを担う抗菌性タンパクは系統発生的に保存された防御システムの一つで
rはないかと考えられる。故に昆虫の抗菌性タンパク賀誘導機構の解明は昆虫の枠に留まら
ず、哺乳類における初期防御反応の解明や、哺乳類の進化の過程で洵汰され休眠している
新たな免疫システムの発見につながる可能性が考えられる。
本研究は昆虫において、パクテリア感染により生じる抗菌性タンパク質誘導の経路解明
を目的とし、特に誘導因子としてバクテリア細胞壁 PGの必要な最小構造の決定、及び昆
虫のみならず哺乳類においても明らかとなっていないPG認識システムについて検討した。
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第Ⅱ章  脂肪体培養系を用いた加ッF施での抗菌性タンパク質誘導
第1節 緒言
抗体を介した抗原特異的な生体防御システム持つ脊椎動物とは対照的に、免疫記憶を伴
わない昆虫の生体防御システムを構成する主要な因子の一つである抗菌性タンパク質は、
バクテリア感染に対するエフェクター因子として、セクロピンやアタシン、デフェンシン
など様々な種類の抗曲性タンパク質が多くの昆虫から見つかっている。これまで抗菌性タ
ンパク質は、将来的な有効利用を目的としてタンパク質あるいは遺伝子レベルから多くの
情報が得られた。しかし、バクテリア感染から抗菌性タンパク質の誘導に至るまでの経路
に関しては今だ完全に解明されていない。
抗菌性タンパク質は、バクテリア菌体を直接昆虫の体腔内に注射することで体液中に誘
導される守ヽ48Do Dunnら到は麟翅目昆虫であるM肋肋留 陀陶 を用いリゾチームや他の抗
菌性タンパク質の誘導が、M′
"rfLT∫
由来の細胞壁可溶性ペプチドグリカン(SPG)の刺激に
よつて起こることを示した。また、彼らは、昆虫体腔内に侵入したバクテリアが体液中の
リゾチームにより分解を受け、その結果生じたPG断片が抗菌性タンパク質合成のための
誘導因子であると考えた。Morish:Ⅲらう。はある特定構造のバクテリア細胞壁 PCが抗菌
性タンパク質誘導に必要であることをβο用夢 PPTOri幼虫を用いて明らかにした。β.融ガ に
おいて、ペプチド側鎖同士が直接架橋した構造を持つ二ω
“
やB.“駕tJr9‐iw′Иの細胞壁SPG
を注射した場合、抗菌性タンパク質の高い誘導効果が得られたが、ベプチド側鎖間にリジ
ンを含むベンタペプチド架橋を有する肱 肋例∫由来のSPGによる誘導効果は低いもので
あった。この結果は、バクテリア細胞壁 PG構造を識別するシステムが宿主であるカイコ
に存在することを示唆している。
抗菌性タンパク質の合成は、主に脂肪体と呼ばれる哺乳類の肝臓に相当する代謝機能を
持った器官によって行われる。Fayeら⑮は予めバクテリアを注射して免疫化した 打
cισψ力蛹の脂肪体組織を 加ッF肋で培養した場合でも抗菌性タンパク質を合成すること
を示した。また、Dunn6DらはM∫α協幼虫の脂肪体をPG存在下で培養すると培地中に抗
曲性タンパク質が誘導されることを明らかにした。誘導経路を解明する上で昆虫の生体そ
のままを用いる 加めりの条件では体液中の血球の関与を除外できず、明確な答えが得ら
れ難いため、Dunnらのように加ッ,rroの条件下で行う実験系は、バクテリア感染から抗苗
性タンパク質誘導までの経路を分子レベルで解明する上で、有効な手法であると考えられ
13
「る。
本章では、カィコ生体内のバクテリアに対する複雑な生体防御システムを簡略化し、そ
の解明のための知見を得るためカイコ幼虫脂肪体の 加ッJ胞での抗菌性タンパク質誘導系
を確立し、セクロピン及びリゾチームの誘導に必要な因子について検討を行った。
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第2節 材邪l及び方法
2‐1本オ米半
(1)カイコ
カイコ (段?嚇 胴9ri C108)は人工飼料 (ヤクルトクロレラ配合飼料原種稚蚕用)で
努℃、短日条件下にて無菌的に飼育し、5令3日目又は4日目の幼虫を用いた。
孵化直前の卵を70%エタノール (1分間)、 3%ホルマリン (15分問)100%エタノール
(1分間)の順で浸すことで無菌処理した後、オートクレーブで滅菌した濾紙で水分を除
去し、風乾した。通気性のシリコン栓を施したメリクロン培養用フラスコ ●CXIHu容)に
人工飼料を入れ、オートクレー ブしたものを用意し、この中で無菌処理した卵を孵化させ、
無照明で飼育を継続した。無菌飼育したカイコ幼虫を転がした栄養寒天培地プレー ト上で
転がし、これを3‐で 2日間インキュベートし、パクテリア生育の有無を調べ幼虫体表
面が無菌状態であることを確認した。また、以上の無菌操作はすべてクリー ンベンチ内に
て行った。
(2)バクテリア
aπ湖】∫′たル勁協成,IF0 12195〕B∝れ,′肋∫脇q″茄
"“
IF0 3970,晦∝∝cDJd JJJ″州IF0 3333=
E記″ガcカカじο″K121F03301,は大阪発酵研究所より入手した。セクロピン感受性菌であ
るこ ω″D22●rr)は、スットクホルム大学 (スウェーデン)のH.Stther博士より譲り受
けた。その他のバクテリアは研究室保存苗を用いた。
13)試薬
[3刺_リジンはアマシャム・ジャパン社より、二 じο′,0111:B4由来リポ多糖、E G9ri F588
由来リピドA、 S“cttOttceS側り
'Й
9由来ザイモサン、 勘 加励 兜
'お
″ι由来ラミ
ナリン、アジュバントペプチド、説ψり鋸ο
“
β 例厖"dの
ベプテドグリカンを構成するペ
ンタベ プチ ド (A協―D‐iso」umminyI_Lys―D‐A協ぃD工la)、シク ロヘキ シ ミ ド、 アクチ ノマイ
シンD、 卵白リゾチーム及びM IncMs凍結乾燥菌体は罰gn4社より購入した。 また、
キチンオリゴ糖 14糖:5糖:6糖:7糖:8糖:9糖)=6.8%:46.9%:16.8%:12.6%:
10.3%:6.6%=M%)、キトサンオリゴ糖
“
糖:5糖:6糖=19,6%:48.2%:32.2%)は、
鳥取大学農学部 平野茂博 名誉教授より譲り受けた。
15
2-2 方法
(1)カイコ幼虫からの脂肪体組織の描出及び培養
脂肪体摘出に用いるカイコは解音J直前に70%エタノール、滅菌水の順で体表面を洗浄
し、解剖皿内に虫ピンで固定化した後、氷冷した鱗翅目昆虫用Ringer常猟110mM KCt,4mM
NaCl,15mM MgCL,4mM CaCL.5mM K―phosph tc pH6.5)を満たした。腹部を縦に切開し、
切り口を広げピンで固定化した後、脂肪体以外の組織を除去した。脂肪体の付着したまま
の体皮を解剖皿に固定化したまま、体液の除去を目的とし氷冷Ringer液で2回洗浄した。
クチクラ層を傷つけない程度で、スパテルを用いて脂肪体を掻き取った。描出した脂肪体
はGmce培地に移し、
"℃
、1時間放置し、残存する血球を除いた。
組織培養に用いた Gmce培地 ①BCO社製)はベニシリンGを10,OCXI U?偽′耐、スト
レプトマイシン硫酸を 100 μ g/1dとなるように力日えた後、0.22μmのメンプレンフィルタ
ーでろ過滅菌を行ったものを用いた。湿重量で約鯨 g程度の脂肪体を200 μIのGmcc培
地を含むガラス試験管 (15×105団■)に移し、27℃で振とう培養した。一定時間培養後
の培地は抗菌活性測定に用い、脂肪体組織は遠心して集め、タンパク定量を行った。また、
解剖及び培養に用いた器具類はすべてオートクレー ブあるいは乾熱殺菌したものを用いた。
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鱗翅目昆虫組織培養用Gmce培地ω
Compoment
lnorganic salt
CaC12
M8C12
M82S04
KCI
Na2HP04
Ari員■O aClds
β‐Alaninc
L‐Alanine
LぃArgininc,HcI
L‐Aspartic acid,free acid
L‐Asparagine,anhydrous
L‐Cystine,dihydroch10ride
L―GIutamic acid
Glycine,free base
L―Histidinc,free base
L‐Isoleucine
L‐Leuclne
L‐Lysinc,HCI
L‐Methioninc       (
L―Phcnylalaninc
L‐ProHne
DL―Scrine
L―Thrconine
LぃTryptophan
L―Tyrosine,disodium
L―Valine
mg/1
1.000
1,068
1。357
2.240
0,876
0.200
0.225
0,700
0,350
0,350
0.025
0.600
0,650
2.500
0.050
0.075
0。625
0.050
0,150
0.350
1.100
0。175
0,100
0.072
0.100
Component
Vittmlns
p―Anunobenzolc acld
Biotin
Chohne chioridc
Folic acid
myO_Inositol
Niacin
D―Pantohenic acid,hemicalcium
Pyridoxinc HCI
Ribonavin
Thiaminc
Other
D(‐)―Fructosc
Fumaric acid,Free acid
D(+)―Glucose
αぃKeto81utaric acid
L(ぃ)―MaliC acid,frcc acid
Sucrose
mg/1
0,000020
0.000010
0.000200
0.000磁0
0.000020
0.000020
0.000020
0.000020
0.000020
0,m1020
0。400
0.055
0.700
0,370
0.670
23.680
Sodium B,carbOna鯰をOt35 m邸となるように
カロえた後、'lN HCIあるいは lN NaOHを用 い
pH6.3とした。(後のフィルターろ過によりpH
が 0.1刊B上昇することを見越してpHを6.5
とした。実際は最終pH6.5)
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(2)抗菌活性の測定
セクロピン活性の測定には、二G9JiD226仔)を検出菌とした孔平板法6oにより行った。
まず、40℃に保った1%ブィョン培地 (1%低温グル化寒天、1%肉エキス、1%ペプトン、
0.5%NaCI、PW・5)Ю耐に 対数増殖期のだ。ω,D22、2×107 cclにを加え、シャー レに広
げ、検出菌を含んだ寒天プレー トを作成した。このプレー トに直径 2皿■の孔をあけ、抗
菌活性の測定のための試料を 2 μl注入し、37℃で一晩インキュベートした後、孔の周り
に形成されるバクテリア生育阻止円の直径を測定し、カイコセクロピン19により作成し
た標準曲線と比較して活性を求めた。lμ8のカイコ精製セクロピン相当量を lunitとし、
各試料の抗菌活性をセクロピン相当値のu?t数で示した。
(3)リゾチーム活性の測定
リゾチーム活性の測定はM加セ】∫乾燥菌体の濁度減少を測定することで行った。
0.05 M Phosphatc bllfcr,PH 6.5に肱 JItrf郎乾燥菌体を0.2m8綱となるように懸濁した。リ
ゾチームを含む各試料溶液 50 μlを950 μIの乾燥菌体懸濁液に加え、Ъ∽Inにおける濁
度減少を30℃で継統測定した。1分間に吸光度が 1,0減少したときのリゾチーム活性を 1
unitとして表した。また、l unitはカイコリゾチーム約2μ8の活性に相当する。
14)タンパク質の測定
培養後の脂肪体に1耐の0.lN NaOHを加え、超音波破砕装置によってソニケーション
(10W,3随)し、可溶化した。ウシ血清アルブミンを標準試料とし、BrtldFord法OJにより可
溶化した脂肪体タンパク量の測定を行い、各試料中に含まれるセクロピン活性あるいはリ
ゾチーム活性を脂肪体タンパクlmg当たりのu?t数で示した。
(引 脂肪体内への[3H]_リジンの取り込み
脂肪体培養系へ[3H]_リジンを添加しタンパクヘの取り込みを測定する場合、用いた培
養液は Trenczckら701の用いた Gmce培地改良型を参考にし、リジンを除いた培地組成で
調製した。通常の脂肪体の培養と同様、カイコ5令3日日の幼虫より描出した脂肪体を10
μCiの[3H]_リジン及び0.5mMの非標識リジンを含む培養液 5∞μl中、27℃で振とう培
養した。 また、[3H]_リジンを加えた直後にTCA処理した場合をネガティブコントロー
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ルとした。
一定時間インキュベートしたサンプルを 10001pmで5分問遠心し、組織と培養液に分
けた。脂肪林組織は lCIIMリジンを含む5%TCAをlml ttΠえた後ガラスホモジナイザー
を用いてホモジナイズし、3000rpmで、lo分間遠心した。沈殿物を lndの5%TCA、lml
のエタノーブ膠エーテル(1:1)でそれぞれ 2回づつ遠心洗浄し、脂質を除去した。残った脂
肪体由来のタンパクの沈殿物に lndのO.lN NaOHを加え可溶化し、これにトライトン‐キ
シレン系のシンテレー ション液を 6ndカロえ脂肪体への[3H]…リジンの取り込み量を測定し
た。
インキュベート後の培養液中へ分泌された可溶性タンパク質の場合、遠心して得られた
培養液にBSAを最終濃度 0。lm8/mu、リジンを 10mM、TCAを1079になるように添加し、
可溶性タンパク質を沈殿させた。これを 3000rpm、10分間遠心し、得られた沈殿に組織
の場合と同様に5%TCA、エタノーブレエーテル (1:1)の順で2回遠心洗浄し、0。lN NaOH
で溶解後、液体シンテレーションカウンターにより取り込まれた[3H]_リジン量を測定し
た。
(6)ポリアクリルアミド電気泳動
タンパクの電気泳動はHdtmarkら1つの方法に従い、PH4.3の酸性電気泳動を行った。[8H]_
リジンの取り込まれたタンパクを電気泳動する場合、インキュベート後の培養液に 8Cl%
飽和となるように硫酸アンモニウムを加え、得られた沈殿を 30 μIのO.lMリン酸ナトリ
ウム緩衝液、pH6.5に再溶解したものを泳動用試料とした。
laskeヅリの方法に従い、フルオログラフィcDMSO―PPO系)によって泳動後の[3H]標識さ
れたタンパク質の検出を行った。また、X線フィルムは前露出し、増感板を用いた。
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第 節 結果
(1)培養脂肪体によるタンパク質合成の確認
脂肪体組織による加ッ,肋での抗菌性タンパク質の誘導系を確立するために、摘出した
脂肪体組織を用いて 加ッ,胞で正常なタンパク合成が行われることを確認した。セクロピ
ンのアミノ酸配列よリリジン含量が高いことに着日し、抗菌性タンパク質の合成を示す指
標として培養した組織への[3H]_リジンの取り込みを調べた。培地には鱗翅目昆虫の制胞
培養に一般的に用いられているGmce培地より、リジンを除いたものを用いた。
脂肪体組織への[3H]_リジンの取り込みは少なくとも培養開始 48時間まで継続して認め
られた 仰8・ Ⅱ■)oまた、組織培養液をTCA沈殿して得られる可溶性画分も脂肪体細胞
タンパクの場合と同様に、培養時間の経過に従い[3H]_リジンの取り込み量が上昇した。
この結果は少なくとも48時間は脂肪体組織の培養が可能であり、可溶性タンパクの分泌
を含め、生合成系が維持されていることを示唆している。
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(2)脂肪体培養系における抗曲陛タンパク質の誘導
細胞内及び分泌性タンパクの合成が 加ッ,胸での培養脂肪体でほぼ正常に行われている
と考えられたことから、,ヵ ソ,拗での抗菌性タンパク質誘導を試みた。カイコ抗菌性タン
パク質は、PGを注射することで誘導されることから、あらかじめ PGにより免疫化した
幼虫の脂肪体は培養条件さえ整っていれば 加朔乃 においても抗菌性タンパク質の合成を
行うものと推測される。そこでEωれ可溶性PG 10μ8を幼虫に注射し、体液中に抗菌活
性が認められる6時間経過後の幼虫脂肪体を培養に用いた。この免疫化した脂肪体を培養
すると、培養開始直後から抗菌活性が培地中に検出され、その後 24時間まで分泌されて
いること力湘召められた Oig.Ⅱ-2)。この脂肪体培養液にE・ coli SPGを50μ3/ndとなるよ
うに添加した場合、培養開始 5時間までは無添加で培養した場合とほぼ同じ抗菌活性を示
すが、雰時間後には数倍高い活性が認められた。
無処理の幼虫から描出した脂肪体を培養すると、培養開始から、7時間までは培地中に
抗菌活性は検出されなかった。さらに培養を続けると24時間後にわずかに抗菌活性が検
出された CFig.Ⅱ_2)。この無処理の幼虫脂肪体に舒℃ を添加して培養すると、10時間後
より顕著な抗菌活性が認められれ免疫化した幼虫脂肪体と同様に培養時間に伴う抗菌活性
の増加が認められた。
この 滋ッ,物の培養では抗菌活性と共にリゾチーム活性も誘導された仰8・ Ⅱ-3A)。培養
に伴うリゾチーム活性の分泌は抗菌活性の場合とは異なり、SPG無添加の場合でも培養
開始 30分から認められた仰 8・ Ⅱ-3B)。また、培養開始から5時間経過まででは sPGの
添加の有無による違いは認められず、同程度のリゾテーム活性力島検出されたが、SPG添
加した場合は 12時間後からリゾチーム活性の顕著な増加が認められた。その結果、培養
から48時間経過後の培地中のリゾチーム活性はSPG無添加にくらべ約 3～4倍程度高く
なった。
この抗菌活性とリゾチーム活性を持つタンパク質の同定を目的とし、SI℃添加培地と
無添加培地を用いて脂肪体を24時間培養後、それぞれの培地を試料として酸性電気泳動
を行ったo8。Ⅱつo'カツ
'rrDの
培養系において脂肪体から分泌したタンパクの染色パター
ンcane3,oは、比較対照として用いたカイコ幼虫体液の場合canel,2)とほぼ同じであった。
また.SPGを注射し抗申性タンパク群を誘導させたカイコ免疫化体液仰ne2)との比較から、
SPG添加培地を用いて培養した脂肪体からセクロピンとリゾチームが分泌されているこ
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とが示された tlane 4)。また、HB.Ⅱ4のフルオログラフィの結果は培地に添加した 3H_
リジンが新たに合成されたタンパク質に取り込まれていることを示しており、培地中に分
泌されたセクロピンとリゾチームは、培養脂肪体において 虎 胞"合成されることが明ら
かとなった。さらに、予めシクロヘキシミド、あるいはアクチノマインンDを培地に加
え、前培養した脂肪体ではセクロピンとリゾチームの合成が阻害されたことも、これら抗
菌性タンパク質の活性発現が細胞内プールから放出されたものではなく、詑
“
θ刀 合成で
あることを支持しているTable`Ⅱ‐1).
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Fig.Ⅱ-2 Bactericidal activity in fat bOdy cuhures.Silkwon11larvae were
itteCted with 10μ g Ofだ。cο′,sPG,then kept at 28℃fOr 6h,Fat bodies fЮm
itteCted(●,O)Or non_treated(▲,△)larvae were dissected out and incubated in
Grace's medium with additiOn of 50μ g/mi Of β.ω″SPG(solid Symbols)Or
saline(open symbols).Aliquots of medium were withdrawn atintervals and
assayed for bacteicidial activity against E.じοど, D22.Values are the means of
three deteニュ▲linations.
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Fig.Ⅱ-3  1nducdon of bactedcidЛ and lysozyme activities by Stt in cultlllred fat
body.Fat body fЮm aseptically reared untreated lawae was incubated with(o)Or
without(o)β.Cο″SPG(拗μg/ml)。AliquOts of medium were withdrawn atinteⅣals
and assayed for bac俺?cidal?りnd lysozyme(B)act?ities,Values and bars are the
mealls±D ofive deteminaions.
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Fig.Ⅱ望 Acidic PAGE of he larval hemolymph protein and protein secreted from fat
body culture.Left Paneli protein was stained wih Coomassie Blue R「250.Lane l and 2,
hemolymph(10 μl)fЮm ulltteated ttd tt ω′,SPG tecttd lttae,respecivdμ lane 3
and 4,fat body culture medillln(20 μl)inCubattd for 24 h wittoutand wih 50 μ g/d
ofE.じοJ,SPG,respecivelyo Righ Panel:■u rograpy of FH]…labeled PЮtein
synhesized加ガ″ο culture wihout(lane 5)md with(lane 6)50μ g/m ofsPG for24
h.A,B:cecropin A and B;L:lysozyHle.
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rTable l. Effect of actinomycin D and cyciohexilnide on inducdon of
pЮteinst Fat bodies were preincubated with actinomycin D(50
cyciohe?mide(lmtt at 27℃for 30min in Gmce's medium and
incubated for"lhr wih Or wihOllt50μ g/mIPG.
antibacterial
μg/ml)or
then funer
Inhibitor dose
Act?ity(uniⅣm8 PЮtein)
CecЮPin Lysozyme
Control   ttPGControl 十PG
None
Cycioheximidelm M
16,4
N.D,
N.D.
38,1
N.D。
N.D.
52,2
2.4
8.7
96.0
33
6.8Acinomycin D 50μ 8/ml
NoDoi not det∝tle
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(3)バクテリア菌体による抗曲性タンパク質誘導
抗菌性タンパク質の誘導実験の多くは、カィコ生体に直接バクテリアや PGなど誘導因
子を注入することで行われた。このような 加
"ο
での実験系ではバクテリア感染からそ
のシグナルが脂肪体に伝わるまでに血球細胞を含め多くの体液成分などが存在し、抗菌性
タンパク質の誘導経路を解明する上で血球を含めた体液の関与を除外することが出来ない。
そこで抗菌性タンパク質誘導における血球の必要性について検討するため 加胡ヵ の系に
バクテリア菌体を直接加えてこれまでと同様に脂肪体の培養を行った。また、バクテリア
イまLPSの影響を避けるため、LPSを構成成分に持たないグラム陽性苗のB.施
“
っ栃減♂を
実験に用いた。β.施施"紳述Sの細胞壁PGはE.coliのPCと同じくペプチド側鎖が直接
架橋した構造を持ち、高い誘導効果を示すことが明らかとなっている。UV照射し殺菌し
た β.施ル卵 を 5×108 cc17mlとなるように培地に加え、これまでと同様に脂肪体の
培養を行った仰gⅡ_ぅ。Pc添加の場合 8時間経過後にセクロピン活性が検出されたが、
バクテリア菌体を加えた場合 10時間以降より検出された。しかし、その後 PGと同様に
培養時間に従いセクロピンとリゾテームの顕著な誘導が観察された。この結果はカイコ生
体内に侵入したバクテリアによる抗菌性タンパク質誘導に血球は必要でないことを示唆し
ている。
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Fig.IIⅡも  inducior ofibacteicidЛ and lysozyme acuvities by SPG orげV―k lled
bacte?a in cul?red fat body,Fat body fЮm aseptically reared lawae was culttred with
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bars are the means 量三 SE)offour deterlmnadons.
40
20（
。??
?
?
??
??
?
?
?
?
???
10
10
6
4
2
29
(4)可溶性ペプチドグリカンによる抗曲陛タンパク質誘導効果
この加ッヵ聰 での抗菌性タンパク質誘導について、誘導因子であるSPGの構造と誘導効
果との相関性を検討した。SPGをカイコ幼虫へ注射して検討した 加ッ肋 の実験結果によ
るとaωヵのSPG注射では高い抗菌活性の誘導が認められるが、舷 肋鉗∫由来SPGの誘
導効果は低いことが明らかとなっている 丸)。 そこで、それぞれのパクテリアより調製し
たSPGを培地中に0,C1350μB/Hdとなるように加え、脂肪体を%時間培養し、培地中に
誘導された抗菌活性を調べた 仰 8・ Ⅱつo SPG無添加の場合に比べ、二 clo,SPGを加え
たものは、0.o5μ8/ndの濃度より抗菌活性の誘導が認められ、測定した 50μ8/ndの濃度
まで添加量に従い抗菌活性の上昇が認められた。一方、M「Irr91rd sPGの場合、5μ8/11uの
添加まで、顕著な抗菌活性の誘導は認められず、ほぼコントロールと同じであった。実験
で用いた最大添加量である 側μg/ndにおいて抗菌活性が表れたが、その抗菌活性は 14士
2 units/mg pntehで、この値はa c9ヵsPGに換算した場合、0.lμ8/EuのS〕℃ 濃度で得ら
れる活性に相当する。このことはM脇♂
"∫
sPGは、ユじθ″sPcに比べ1,期程度の誘導効
果しかないことを示している。さらに誘導因子の構造特異性を調べるため、その他のグル
カンやペプチドを用いて同様に,■ガ施 での誘導を検討したTable.Ⅱ_2)。先の実験と同様、
培地中に各種グルカンなどを 50μ8/耐となるように加え、24時間培養後の培地中に誘導
された抗菌活性を測定した。昆虫の外骨格を構成するβ■,牛グルカンのキチンやその脱ア
セチル化物のキトサンは哺乳類で免疫賦活作用があることが報告されている 729。バクテ
リア細胞壁 PCの構成糖の一つである N‐アセテルグルコサミン (GluNAc)のポリマーで
あり、PG糖鎖と同様β‐1,4結合であることからこの糖鎖の誘導効果を検討したが、コン
トロールと同程度の活性しか得られなかった。また、単独で 50μ8/m!添加しても効果が
認められなかった PGのペプチド部分であるPGドplidcぃЙ―DlsoGlu―LysD―Ala―D‐Aめを
キチンあるいはキトサンと組み合わせ同じ培地中に添加したが、この場合も顕著な誘導は
認められなかった。PGと共にフェノー ルオキシダーゼ系を活性化する誘発因子として知
られるβ■,3-グルカンを構成糖に持つラミナリンや酵母細胞壁成分であるザイモサンによ
っても抗菌性タンパク質の誘導は得られなかった。さらに、PGの部分構造であり、アジ
ュバント活性を持つアジュバントベプチドにおいても効果は認められなかった。これらい
ずれのPG類似物質とも抗菌性タンパク質の誘導因子としての効果は無く、この結果は 加
れりで得られた結果と一致したTable Ⅱ_3)。
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Soluble PG(μg/ml)
Fig. Ⅱ_6 Dose dependentinduction of bacteicidal activity in fat bOdy by
SFDG from E.じο′,and J躍″じ′οじοじじИ♂′
"チ
?′∫.Fat body froni aseptically reared
untreated laⅣae was incubated with the indicated cOncentrations of SF)(3 from
だ。じο″(o)Or財
'σ
οじοcじ
"s'"彪
′∫(o)fOr 24 h,Valued and bars are the means
+SD of ive dete.二二二inations.
β.じο′,
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Table Ⅱ-2   Effect Of vaiOus glucans and peptides on indllction of bactericidal
activity in cuitured fat body.Fat body from aseptically reared laⅣae was cultllred with
the addi償Ons Of various materiЛs at a concentmtion of 50μゴml,and incubtted for%
h. Values are he nleans tt SD ofive dete∬皿na iOns.
Matenals added
(50 μ g/ml)
Bactericidal activity
(unitS/mg pЮtein)
ExP.1
None
Chitin oLgomer
C?tosan oligomer
PG peptide
Chitin oligorner+PG pepdde
Chitosan ongotrler+PG pcptide
E.じοJli PG
ExP,2
None
hminarin
Zymosan
Attwant pepide
E.じο
"  PG
14.2±.8
18。9±4.7
14.0±1.6
1867ΞL 10.0
18.3±4.1
18.1」L2.6
46.5三上0。6*
9.OΞL2.0
10.OΞL3.8
7.7±3.0
5.9EL l.6
31.6EL7.0*
*Sig?ncalldy greater than control,P<0,01
PG pepudα Ala―D isoGlu―Lys―D―Ala―D―Ala
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Table Ⅱ_3 SpedicinducdOn ofcecЮttn andlysOzyme、by SPG and LPS,
SilkwoH二二▲laⅣae were inJected witt variOlls bacteial cell wali cOmPonents Or non―
bac俺五d sugars,Hemolymph was cdlected 24 h after tte ittecdOn and assayed fOr
bacte?cidal and lysOzyme aciviues, Values are the means ±  sD of flve
detemillatiOnsむ
Mateinis inJected
Dose
(μ gttarva)
CecroPin
Ac償?ty(unitS/mu)
LysOzyme
Acnvity OnitS/nd)
ExP,1
Saline
PG
Es》T,》滋じο′
れイ,Tοcοcc"∫′
"′
?′s
Chitin oligomer
Chitosan oligomer
Lamina?
Zymosan
ExP.2
Sahne
PG
βαO′JBI♂Jた力?刀:″′閉 ね
LPS
STα′,α′″,″じ?Sc?力∫
ExP,3
Saline
PG
Bαo,Jル♂ιich?ヵ!″′
“
ね
Teichoic acid
Bαc,JJpJ∫
"♭
ガJJね
盈zcゎうαO′肋dP肋刀勉r"加
10
10
10
10
10
10
N.D.
252±31
20±12
N.D.
NoD.
N.D.
NtD.
N.D.
262」L56
N,D.
N.D。
N.D.
N,D.
20」L5
218士心
72±18
59」L9
57±11
53±12
54±9
10
10
N.D.
324±66
232」L85
22±4
151±34
1弔±50
56±12
154±48
68±23
70±15
75±13
77±19
10
10
100
10
100
N.D.I not detec団
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第4節 考察
SPGを注射し免疫化したカイコ幼虫から描出した脂肪体をGlacc培地中で無菌的に培養
すると誘導因子を添加しなくても培養開始直後から培地中に抗菌活性が検出され、その後
少なくともИ 時間まで抗菌活性の増加が観察された o8・Ⅱ―りoこれは一度、SPGなど
バクテリア感染のシグナルを受け取り合成を開始した脂肪体細胞は、その後誘導因子の刺
激が存在しなくても継統して抗菌性タンパク質の合成を行うことを示している。無処理の
幼虫から描出した非免疫化脂肪体は、培地中に SPGを加えることで抗菌活性が誘導され
た。この結果は抗菌性タンパク質誘導に SPGが直接脂肪体細胞に作用している可能性が
考えられた。また、この時誘導される抗菌性タンパク質には少なくともセクロピンとリゾ
チームが含まれていた。セクロピン活性の 加vilroでの誘導にはラグタイムが認められ、
セクロピン活性が培養開始から5～7時間までは検出されないが、リゾチーム活性は培養
開始直後より認められた仰g.Ⅱ-3)。バクテリア感染によって初めて誘導されるセクロピ
ンと異なり、リゾテームは正常体液中にも存在している 硲)。 これはリゾチーム発現系に
おいて、バクテリア感染のシグナルを必要としない、誘導性とは別の合成経路の存在する
可能性を示している。Fayeらは二 じ錮ηヵぉょびD/9甲加力のセクロピン遺伝子上流域に
哺乳類κBエレメントと相同性を示す10～1lbpの調節エレメントの存在を明らかとした4
7う。κBェレメントは多くの哺乳類免疫系遺伝子に存在し、転写因子である NF―κBの結
合サイトとして知られている。その後、このκBエレメントは同じくユ cθ
『
ψヵ のアタ
シン及びリゾチーム遺伝子 質)、 β.融ガ セクロピンA7の及びB70にも見いだされ、LPSや
プロテインキナーゼ C活性化剤であるホルボールエステルによって誘導された転写因子
がこのエレメントヘ結合することが示されている 79、 801。セクロピンとリゾチーム遺伝子
上流域に共通してこの調節エレメントが存在することは、少なくとも誘導性のリゾチーム
とセクロピンは転写調節機構を共有する可能性を示唆している。
恒常的に合成されるリゾテームはパクテリア感染に対する初期防御手段の一つと考えら
れる。UV照射により殺菌したバクテリア菌体を培地に加え 加ソ,胞で脂肪体を培養する
とSPG添加の場合より少し遅れるが、SPGと同様に高い抗菌活性の誘導が認められた。
この結果は、抗菌性タンパク質誘導に血球によるバクテリアの貪食、分解は必ずしも必要
ではないことを示唆している。バクテリア菌体による誘導は脂肪体ヘバクテリア菌体が直
接桜触するとも考えられるが、グラム陽性菌の細胞壁にはPG層外部にテイコ酸や共有結
合したタンパク質成分などが突出して存在し、PG層が直接脂肪体と接触する可能性は低
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いと考えられる。最も考えられる可台と陛は、培養開始直後より脂肪体から分泌されるリゾ
テームカシ クヾテリアの細胞壁に働きPGを遊離させた結果、抗菌性タンパク質が誘導され
たと考える方が適切である。リゾチームは感染初対の抗バクテリアとしての働きのみ成ら
ず、抗謙陛タンパク質誘導にシグナル分子として働くPG断片の生成に関与する可能性が
考えられる。この可台B性を証明するには何らかの形でリゾチーム活性を特異的に阻害した
条件で、同様にバクテリア菌体による誘導実験を検討する必要がある。
一般的に、バクテリア感染に対する無脊椎動物の防御反応は非特異的な異物認識システ
ムによるものと考えられていたが、少なくともカイコ抗菌性タンパク質誘導に関すれば、
誘導因子であるSPGの構造に対して高い特異性を示し、キチンやキトサン、PGペプチド
単独あるいはそれらの混合物では誘導されなかったことから、PGの基本ユニットである
糖鎖とペプチドが結合した構造が必要であると推測される。さらに、Mヵセ′∫由来のy℃
とB.紹怒″Л‖μ由来のSPGでは誘導効果に違いが認められたことから、産生器管である
脂肪体にはPG構造の違いを識別するシステムが存在する可能性が明らかとなった。誘導
効果の低いM′滋EIs細胞壁PGの架橋部分にはリジンを含むペンタペプチドが存在するこ
とから、この架橋構造がPG認識システムにとって妨げになると考えられる。しかし、Dllna
らのM開磁脂肪体を用いた加ッ,施での実験結果ではM「/1ι′J細胞壁由来のPGが誘導
因子として用いられ、高い誘導効果を示すことが明らかとなっている。この結果は同じ鱗
翅目昆虫においても誘導因子に対する認識システムの違いを反映しているのかもしれない。
誘導経路の解明を目的とした実験として、cclHincを用いた抗菌性タンパク質の誘導が最
近試みられている。胚や血球より樹立された細胞はバクテリア感染により生じる防御反応
を直接反映しているとは考えにくいが、Do輔協 由来の mЫ-2 ccllではバクテリア成分
による抗菌性タンパク質誘導の発現が確認されている 割)。 この結果はカイコとは異なる
昆虫由来の細胞の示す結果ではあるが、少なくとも抗菌性タンパク質を合成する昆虫の細
胞にはバクテリア成分を認識し、そのシグナルを細胞内に伝達するレセプター様の働きを
するものが存在する可育〕陛が考えられる。さらに、本研究結果において示されたようにPC
構造特異的に抗菌性タンパク質が誘導されることから、B,PPtori脂肪体細胞にPG構造を認
識するレセプターの存在する可台Z陛が考えられる。
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第Ⅲ章 抗菌性タンパク質誘導に必要なペプチドグリカンの最小構造
第1節 緒言
一般的に、哺乳類でのバクテリア感染によって起こる発熱、炎症、睡眠誘起、マク
ロフアージやリンパ球の活性化など様々な急性期生体反応に、グラム陰性菌細胞壁成
分であるリポ多糖(LPS)52.5a留〕と共に、細胞壁PGが関与していることが知られている
8り。また、PGの部分構造であるアジュバントペプチ ドは特定の抗体産生の賦活剤と
知られている。
PGは全てのバクテリアに共通して存在する細胞壁主要成分であり、その基本構
造は N一アセチルグルコサミン (GluNAc)とN―アセチルムラミン酸 (MurNAc)のβぃ
1,4結合から成る糖鎖と、ムラミン酸に結合する短いペプチド鎖から構成されている。
ペプチド鎖にはリジン残基あるいは meso‐ジアミノピメリン酸 (m_Dap)が存在し、そ
れらの ε‐アミノ基を介し、隣接するペプチ ドの C末端と架橋することでバクテリア
細胞壁の網目状構造を形成している。グラム陰性菌の場合、その構造は種を通じてほ
ぼ同じで、m_Dapとテ トラペプチ ドの C末端である D―Alaが直接架橋した、DAPダ
イレクト型構造を取っている。一方、グラム陽性菌にはさまざまな架橋構造を持つも
のがあり、プリッジと呼ばれる数個のアミノ酸を介して架橋するタイプが多い。
これまで Moishimaら51)はヵィコ抗菌性タンパク質誘導において、グラム陰性 al‐
及び βαcゴ′
"ぎ
用ιgα′ι′,,PPIなど、一部のグラム陽性菌に共通する m_Dapダイレクト型
構造を持つPGに高い誘導効果があり、肱 ′セ"sのようにブリッジにリジンを含む数
個のアミノ酸を介して架橋するPGでは低い誘導効果しか無いことを明らかにした。
この結果はカイコがある特定構造の PGをバクテリア侵入のシグナルとして認識して
いることを示しており、さらに、前章で示した結果からも、この PG構造を認識する
システムが抗菌性タンパク質産生器官である脂肪体に存在する可能性が考えられる。
今までにカイコで知られているPG認識システムとしては、カイコフェノールオキシ
ダーゼ系における PG認識タンパク質(PGRP)がある 60。 しかし、抗al‐性タンパク質
の誘導がリゾチーム処理して得られる低分子 PGによって起こるのに対し、このフェ
ノールオキシダーゼ系のカスケー ドを活性化するPGは高分子であり、低分子 PGで
は活性化されない。また、実験に用いられている PGはM′
"r¢
μ∫由来であり、それ
以外のPG構造の特異性についての知見はない。改に、フェノールオキシダーゼ系と
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抗菌性タンパク質誘導系ではそれぞれ異なった PG認識システムが働いている可能性
が考えられる。
本章では、カィコ抗菌性タンパク質誘導系における誘導因子としての PCの構造と
誘導効果との相関を明らかにし、誘導に必要な PCの最小構造を決定するために糖鎖
のみで結合した直鎖状 PGを調製し、リゾチームで部分加水分解することにより、さ
まざまな糖鎖長のPG断片を調製しそれらの誘導効果を調べた。
37
第2節材料と方法
(1)バクテリア
】.,れιヵv″胸山 IF0 12195、 Aπ,croじοじ冴d′
"じ
′♂ IF0 3333、
hcル′Jcttα cο′,D22、Arr力′οttc′¢rッ′∫じο∫
"∫
の入手は第Ⅱ章に記載のものを用いた。
(2)直鎖状ペプチ ドグリカンの調製
直鎖状PGはMirelmanら83)の方法に従い、グラム陽性菌にペニシリンGを添加し
架橋形成を阻害することによって直鎖状PGの調製をした。
対数増殖初期まで培養したパクテリアを 6,000×8、 10分間の遠心によって集菌し
た後、生理食塩水により2回洗浄遠心を行った。次ページに示す最少生育培地に 10
μg/mlとなるようにペニシリンGを加え、先に集めた菌体を懸濁し一晩 37℃で振と
う培養を行った。培養後、遠心によって菌体を除去し得られた培養液を 10分間煮沸
した。この時生じた沈殿は再び遠心して除去した。上澄みをエバポレーターにより
37℃で吸引しながら1/10量まで濃縮した後、低分子量用透析膜 (MW.8,000)に移し、
0.01M酢酸アンモニウム緩衡液、pH6.5に対し4℃で透析を行った。透析内液を0,01M
酢酸アンモニウム緩衝液 pH6.5によって平衡化したDEAE―Toyopea■650M(東ソー)カ
ラム(15×40mm)に供した後、O.01‐0,3Mの酢酸アンモニウム緩衝液 pH6.5の濃度勾配
により溶出を行い分画した。各フラクションの一部をMorgan‐EIson法留)を用いて N―
アセチルヘキソサミン定量を行い、PGを含む画分を集め凍結乾燥した。
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最少生育培地 lmWI BIycine
lmM LⅢ81utamic acid
O.5mM L‐almine
O.2mM L‐lysine
lmM M8C12
0.lmM ?lnC12
0.17mヽl llracil
3 μ M thiamin
8.2 μ M nicotinamide
28.5m?I BIucosc
0,08mヽI Phosphate buffer  pF1 6.8
(3)細胞壁由来ペプチドグリカンの調製
直鎖状 PG調製時に得られたバクテリア菌体を回収し、これよりHclmannら35jの
方法に従い、細胞壁由来の架橋構造を持つPGを調製した。
バクテリア菌体を、菌体湿重量の3倍量の蒸留水に懸濁し、等量のガラスピーズ
(0,lmm径、GMB-10)と合わせ、Bcads Bcaterを用いて菌体を氷冷しながら破砕した。
菌体の破砕を顕微鏡にて確認後、静置することでガラスビーズを沈降させた。上澄を
回収し 450×g、 10分間遠心し、残存するガラスビーズと未破砕細胞を除去し、さら
に 4℃で 14,000×8、 30分間遠心することで沈殿した白色層の PG画分を得た。この
PG画分を遠心洗浄した後、約 10倍量の2%SDSに懸濁し、37℃.12時間処理した。
これを蒸留水にて 2回遠心洗浄することで SDSを除去し、次に 5mM MgC12を含む
0.05M Tris‐C 緩衛液、PH7.5に懸濁し、ここへ DNase Iを5μg′mlとなるように加え、
37℃、2時間処理し核酸を除去した。DNasc処理後、終濃度 100μ8/mlのアクチナー
ゼEにて37℃、12時間処理し、蒸留水にて2回遠心洗浄した後、再び 0.05M T?s_CI、
PH7.5に懸濁し、終濃度 200 μ g/mlのトリプシンを加え、37℃、2時間処理すること
で除タンパクを行った。
細胞壁 PGにはテイコ酸が共有結合しているため、これを除去する目的で終濃度
10%TCAにより4℃で 24時間撹拌した後、遠心し、得られた沈殿に再び 10%TcA
を加え、60℃で90分間加熱しテイコ酸を除去した。
以上の操作の後、蒸留水で5回遠心洗浄を繰り返し、得られた沈殿を細胞壁由来高
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分子PCとした。
(4)低分子ペプチドグリカンの調製
細胞壁由来PG及び直鎖状PGをそれぞれ 10m8′mlとなるようにO`05M酢酸アンモ
ニウム緩衝液,pH6.5に懸濁し、ここへ卯白リゾチームを 100μ8/mlの濃度で加え、振
とうしながら 37℃、6時間インキュベー トし加水分解を行った。反応液を 14,000×8
で 30分間遠心し、得られた上澄みを希釈したアンモニア水を用い pH8,0に合わせ、
CM―Toyopealカラム(12×15mm)を通しリゾチームを除去した。未吸着画分を再び凍
結乾燥した後、0.05M酢酸アンモニウム緩衝液 pH7.0に溶解し、次のグルろ過分画
のための試料とした。
細胞壁由来 PCのグルろ過は CcIIttOnne GCL-90mカラム (生化学工業)によって
行い、分子量 10,000以上の可溶性PGを実験に用いた。
直鎖状PCの場合、Superdex75HRカラム (10×300mm,ファルマシア)を用い、0.05M
酢酸アンモニウム緩衝液 pH7.0により、流速 0.5m1/minで溶出を行った。ペプチド結
合に由来する 220mmの吸収をモニターし、5mlずつ分取した。カラムのキャリブレ
ーションはBIuc dextran(ファルマシア)とchittn hexamerを用いて行った。
(5)アミノ酸分析
試料に 4N HCIを加え、マイクロキャピラリーチューブ内に封管し.105℃、12時間
加水分解した。キャピラリーチュープをエッペンドルフチュープに移し、遠心するこ
とで加水分解後の試料を回収した。これを凍結乾燥とミリポア水による洗浄を繰り返
すことで HcIを除去した後、アミノ酸試料希釈液に溶かし、島津 LC‐6Aアミノ酸分
析システムにより分析した。
(61平均糖鎖長の測定
PGの平均糖鎖長は、還元末端の N―アセチルムラミン酸を水素化ホウ素ナトリウムで
選元し糖アルコールにして末端の N‐アセチルムラミン酸含量を定量することで算出
した。
凍結乾燥した 10μ8のPGに0.2M水素化ホウ素ナトリウム溶液を 200 μ l加え、
室温で 15時間反応させた後、さらに60℃、30分間インキュベー トし、選元末端を糖
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アルコール化した。これに2M酔酸を 100rを1加え反力ぷを停止させた後、潔紺乾燥し、
アミノ酸分析のための処理を行った。平均糖鎖長は N―アセチルムラミン酸と N―アセ
チルムラミシ トー ルのモル濃度を算出した後、以下の式により求めた。
平均糖鎖長 =
N―acetylmuramic acid+  N―acetylmuramititol
×2
N‐acetylmuranlititol
(7)架橋度の測定
ペニシリンG存在下で調製したPGが架橋のない直鎖状の構造であることを確認す
るため遊離アミノ基の lysinc含量を測定した。10μ8のPGを20 μlの80mM炭酸水
素ナ トリウムに溶解し、これに Fluorodinitrobenzcne(H)NB)工タノール溶液(40 μl′ml)
を 2μl加え混合し、室温で 12時間反応させた。これを凍結乾燥後、塩酸で加水分解
し、アミノ酸分析により遊離のリジンを定量した。架橋度は FDNB処理した試料と
無処理の試料中のリジンのモル比により求めた。
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第3節 結果
(1)直鎖状ペプチドグリカンによる抗菌性タンパク質の誘導
抗菌性タンパク質の誘導因子であるPGをカイコ幼虫に注射し、体液中に誘導され
る抗菌活性を測定することで PG構造と誘導効果との相関性を推察した。TaЫc Ⅲ■
に示されるように高い抗菌活性の誘導が認め られる βαc,′μ∫J,れθ刃ゎr“ね と
Ar,力Юbαc′θrッ舵ο∫
"∫
由来の細胞壁PGに比べ肱 ′滋
"ざ
の細胞壁PGの誘導効果は低い
ものであった。この誘導効果の異なる三種類のPG構造を比較すると、β.′,c力ι
“
″′胴,∫
とA.vittO∫
"dの
ペプチド鎖は、直接架橋しているの対し、肱 ′ガ♂
"∫
の細胞壁PGのペ
プチド鎖はペンタペプチドを介して架橋している(Fig.Ⅲ_1)。それぞれのパクテリア
から架橋構造を欠いた直鎖状 PGを調製し、細胞壁由来の PGと比較した場合、β.
′,c力θηゎ″
“
,∫ とス.visGοざ
"∫
は 制胞壁由来PGと同程度の誘導効果を示したが、M′
"rg′
♂
の場合は他のバクテリアとは異なった結果を示し、ペプチド問架橋を欠くことにより、
顕者な誘導効果を持つようになることが明らかとなった。
この結果は、PCの側鎖間架橋はカイコにおける抗菌性タンパク質誘導にとって必
ずしも必要ではないことを示している。さらには、M′,どθ
"ざ
の細胞壁PCの場合、架
橋部分にあるリジンを含むベンタベプチドが逆に認識を阻害していると考えられる。
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Table Ⅲ_1. Induction of antibactcnal activity by cross―linkcd and uncross_linked PCs.
CК)ss―linked PGs from the ceII wa1l or uncross―linkcd lincar PG (lysOZ)′mC non―treatcd)frOm
the cutture medtum were ittected into larvae at a dose of 10 μ8′larva,Values arc the means
土SE)of 4 deternlinations.
Antibacterial aci?ty(unitS/mり
Bacteria                  cell walI PG       Linear PG
Bαじ,′
"∫
′,c力ι
“
りbr"ね      171±14        163±4
Arr力′οbrJθ,9rッ,sじο∫,∫            132±26           102±37
Aricrοc。じじ
"∫
′
"r9BI∫
               15±2            212±37
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い)"GluNAc―MuINAc‐
|
L‐Ala
l
D―Glu
l
m‐Dap__D‐Ala
l      l
D‐AIn   m‐Dap
|
_                  D‐Glu
|
L‐Ala
l
―MurNAc‐GluNAc…
(B)―GluNAc‐MurNAc―
|
L―Ala
|
DぃGlu‐Gly       Gly
l            l
L―Lys‐D―Ala‐L―Lys‐DぃGlu‐L―Ala‐D‐Ala
l                        l
D‐Ala                     L―Lys
I
D―Glu―Gly
|
L―Ala
l
‐MurNAc―GluNAc‐
(C) ―GluNAc‐MuINAc―
|
L‐Ala
l
D‐GluぃGly
|
L‐Lys
I
D‐Ala
l
D―Ala
H8・Ⅲ■・ Fra8ments orthe structure of PG.
(A),cell WalI PG with direct cross‐link ng from B.′,c力?翼″′PPa'Sand A.ッねじ0ざ′∫;(B),CCll Wall
PG with pentapepttde bridge from tt J"じ
"∫
;(C),linear uncross―li kcd PG from V.′
"ι
】∫.
Dap,diFuninOpimelic acidt
狙
(2)抗菌性タンパク質誘導に必要なペプチドグリカン最小構造の決定
ペニシリンG存在下で培養したMi luteusから培地中に分泌された直鎖状PGはFig,
Ⅲ-1(C)に示されるようにペンタペプチド側鎖の C末端に D―Alaが付加した前駆体の
形となる。得られた直鎖状 PGの平均糖鎖長は 22であった。また、アミノ酸分析の
結果より約 75%のMurNAcに6個のアミノ酸からなるヘキサペプチド側鎖が結合し
た形を成していた (Tablc Ⅲ…2)。
この直鎖状 PGを37℃で3時間卵白リゾチーム処理し、Superdcx 75HRのゲルろ過
によって分画した(Fig.Ⅲ‐2)。断片化されたPGは溶出位置からフラクションI～Vに
分けた。フラクション I、 Ⅱ及びⅣのGluNAc,MurNAc,Ala,Glu,Gly,Lysのモル比は
1:lB:1:1■であり、これは典型的なM.luttusの直鎖状PG前駆体を構成しているアミ
ノ糖及びアミノ酸の比率と一致する。
最も大きなピークを示すフラクションⅣは、平均糖鎖長が約2であり、溶出位置
が分子量 1236のchitin hexamerとほぼ同じであることから、Fig.Ⅲ_lCに示されるよ
うな GluNAc―MurNAcを1ユニットとした二糖からなるPGモノマーであると考え
られる。また、リゾチーム処理を延長し48時間処理するとフラクションI.Ⅱ、Ⅲ
のピークが減少し、フラクションⅣが増加するσig.Ⅲ‐3)。 これらの結果はフラクシ
ョンⅣがPGのリゾチーム分解によって生じる最終産物であることを示している。
フラクションI及びⅡは糖鎖長と溶出位置から推定される分子量より考えて、二糖
で構成されるPGユニットの繰り返しがそれぞれ3のtimerと2のdimerであると推
測される。Table,Ш‐3に示すようにフラクション皿の GluNAcとMurNAc含量は Glu
に対し、約 1.4程度であった。これはフラクションШ中のMurNAcに、ヘキサペプチ
ド側鎖を久いたPG断片が含まれていることを意味する。さらにフラクションⅢの平
均糖鎖長は 4.2であるが溶出位置がフラクションⅡの後であることと考え合わせると、
フラクションⅢはヘキサペプチドを 2つ持つ dinlcrとヘキサペプチドが一つ欠けた
dimerの混合物であると推測される。フラクションVはリゾチーム分解による最小単
位であるフラクションⅣよりも分子量が小さく、アミノ酸に比べ糖含量が高いこと、
また、アミノ酸組成はヘキサペプチドと一致することからヘキサペブチド断片とペプ
チド側鎖を欠いた二糖との混合物であると推測される。
これらのPG断片の誘導効果を検討するため、それぞれ 10μ gをカイコ幼虫へ注射
し、24時間後に体液中に誘導される抗菌活性を測定した。それぞれのフラクション
Ъ
によって得られる抗菌活性を同じくTaЫeoⅢ_3に示した。平均糖鎖長 6のフラクショ
ンIにより誘導される抗菌活性は 168±67units/mlと糖鎖長 22の高分子 PGの場合の
185±72 H?ts/mlとほぼ同程度の高い誘導効果を示した。平均糖鎖長約 4のフラクシ
ョンⅡ及びⅢにより誘導される抗菌活性はそれぞれ 60±33及び44±16とフラクショ
ンIよりも低いが十分な抗菌活性が得られた。これらのフラクションとは対照的にフ
ラクションⅣ及びVでは抗苗活性は検出されなかった。この結果は、抗菌性タンパク
質誘導にペプチド側鎖を持った GluNAc‐MurNAcのユニットが少なくとも二つ結合し
た構造が必要であることを示している。また、Dapの代わりにリジンを持つベンタペ
プチド側鎖で構成されるβ.′ゴ訪θηゎ′μねの直鎖状PGを用いた場合でも同様の結果が
得られたことから、ジアミノ酸はLysあるいはDapのいずれでも良いと考えられる。
また、フラクションIとⅡの誘導効果の違いより、最大の誘導効果を得るにはPGユ
ニットの繰り返しが3個以上即ち糖鎖長6以上が必要であると考えられる。さらに、
水素化ホウ素ナ トリウムを用いて、退元末端の MurNAcを還元し、muramitttolとし
たフラクションIとⅡを用いて同様に誘導効果を調べた結果、抗菌活性は検出されな
かつたことから、末端のMurNAcは誘導に必要であると考えられる。
以上の結果から、B伽妙χ ttοガ における抗菌性タンパク質誘導に必要な PG最小構
造は、(GluNAc‐MurNAc)2の糖鎖にベンタベプチドが結合した Fig.Ⅲ-4に示され
る構造であることが決定された。
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Table Ⅲ_2.Composidon and inducin8 ability of uncross■inked PG fragments. Fractions I
to V(Fig. Ⅲ‐2)and high mOlecular weight uncЮss‐link d PG(lysOZyme non‐treat d)were
hydrolyzed wi血佃 HCI,孤ld the amino acid and amino sugar were analyzed as described in
Mehods.Andbacte?al civity was deterHmmed after i対眸 tiOn Of he larvae wi血10 μg each
oF the PG fragments,and he mems tt SD of 4 deteminadolls are shownt OlcN,
81ucosanune,Mur,mutaruc acld,
FTaction
Composition
GIcN Mur  Ala  Glu
Average  Andbacte?al
sugar chain  ac??ty
leng血   (unitS/■1)Gly Lys
日[igh MW
I
II
III
IV
V
1.00 0,98
1.00 1,05
1,00 1.%
1.00 0.96
1,∞ 1.磁
1,00 0.86
185±72
168±67
60±33
44±16
N.D.
N,D.
1,27   1.34   3.25
1,10   1.12   3.00
1.09   1.05   3,20
1,40 1,Ъ 3.25
1.08  1.12  3,46
3.75   3,91   2.47
0.96
0.74
0.91
0,86
0.騨
0.86
22
6.2
4.7
4.2
2.2
2.3
N.D.:not detected.
η
?
?
?
?
lo                 20
Elution volume(ml)
Fig. Ⅲ_2 Superdcx 75HR gclぃfittration chЮmatography oF uncross_tinked PG fragments.
Uncross■inkcd PG from M′
"9"∫
was digested with iysozyme at 37℃ for 3hr and pu?fie
as dcscribed in Mcthods.  An aliquot、vas applicd ontO a Supcrdex 7511R colllmn and etuted
with O。05 M ammoniurl acctatc,pH 7.5。  PG was monitored by mcasuring thc absorbency a仕
220 nm.  Ffactions l to V were coWected and lyophilizcd.  Void vOlumc(VO)and the
etution Position of chitin hcxamer are shown by black and whitc arrows,respcctively.
48
6 hr. 48 hr.
Elution volume(ml)
Fig.Ⅲ-3 Effects oflysozyme treatment on elution Pattem of uncross■inked PG
fragment.  Uncross■inked PG from ん■ J′彪
"∫
 was digested with hen egg
lysozyme at 37R3 for the indicated time pe?od and chromatographed on a
Superdex 75HR column as descibed in Fig. Ⅲ-2
り
GluNAc‐?[urNAc‐
|
L―Ala
l
D―Glu
l
L―Lys or Dap
|
D―Ala
n≧2
Fig. Ⅲ‐4.  Minil■um PC}structure rcquired for induction of antibactcrial protein synthesis in
】ο
"♭
ノズ
“
οr,.
50
第4節 考察
哺乳類において、PGの持つ免疫学的効果についての報告は多く、マイ トジェン効
果 8oゃB細胞活性化 舒)、 あるいはマクロファージに働き IL-1、IL-6、TNF―αなど各
種サイ トカインの誘発を促す 88、 89、 9い。最近の報告ではマウスのマクロファージにお
いて PGがL‐12の合成を誘導することが示された 9り。この IL-12の誘導ではPG構
造に特異性が認められ、B.解θgαr"′μ由来の細胞壁PGでは誘導効果が認められたが
肱 ′
"″"∫
由来の細胞壁PGでは lC10μ g′ndの濃度においてもIL-12 mRNAの発現は認
められなかった。この結果は本章で示した PG構造特異性と一致する。さらに、この
マウスにおける IL‐12の誘導は PGをリゾチームによリー晩処理した場合、その効果
が消失する事から、このマウスの IL‐12誘導系においてもある程度の分子量を持つPG
構造 が必要 で ある と考 え られ る。 また、MurNAc‐L―Ala―D‐isoGlu(MDP)はア ジユバ ン
ト活性をもつ PGの最小構造として知られているが、PGあるいは可溶性高分子 PG
では補体活性化効果が認められるのに対し、MDPやモノマーの PGユニットのでは
そ の 効 果 が 認 め ら れ な い
9D。
そ の 一 方 で 、 MDPやmumEdy t?pep“deでは ア ナ フ ィ ラ
キシー反応の誘発を起こすのに対しテ トラベプチ ドを持つモノマーのPGユニット以
上や高分子PGではそのような効果が認められない 99。
カイコにおいても第Ⅱ章で示したように MDPでは抗菌性タンパタ質誘導が認めら
れず、さらに本章の結果では抗菌性タンパク質誘導には一定構造のPGが必要である
ことが明らかとなった。また、フェノールオキンダーゼカスケー ド系の PGによる活
性化に高分子の不溶性PGが必要であり、リゾチーム処理した低分子 PCでは活性化
が起こらない 41)。また、カイコー匹当たり lμgの高分子 PGを注射した場合、体液
の激しいメラニン化が起こるが、フラクションⅡやリゾチーム処理した細胞壁 PGで
は 50 μ Bの注射でもメラニン化は認められなかった。これらの結果はカイコにはフェ
ノールオキシダーゼ系と抗菌性タンパク質誘導系の二つの異なった PC認識システム
の存在する可能性が考えられる。
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第Ⅳ章 カイコ抗商性タンパク質誘導におけるペプチドグリカン認識タンパク質について
第1節 緒言
第Ⅱ章及び第Ⅲ章に述べた結果より、カイコ抗菌性タンパク質誘導に特定構造のPGが
パクテリア感染のシグナルとして働いていることが明らかとなった。また、血球をほとん
ど含まない ,η ソデrr9の脂肪体培養系で、添加した PGにより抗菌性タンパク質が誘導され
た。PCが親水性でありそれ自体が細胞膜を通過するとは考えられないことから、PGに
よる抗菌性タンパク質の誘導には、その細胞外シグナルを細胞内に伝達する経路が必要と
なり、脂肪体細胞表面にPcを認識するレセプターの存在する可能性が考えられる。また、
脂肪体はカィコ体液の血漿タンパク質の合成を行っていることから、脂肪体より分泌され
た体液成分の中にPG認識タンパク質が含まれている可能性も考えられる。哺乳動物にお
いてLPSはパクテリア感染のングナルとして働き、さまざまな免疫反応を引き起こすが、
ここでのLPS認識システムは液性成分であるLPS bindng p「Otdn(LBP)がL Sと結合し、
LPS―LBP複合体を形成した後マクロファージ細胞表面に存在する CD14によって認識さ
れるものである 626)。もしこれと同じ様なシステムがカイコに存在するなら、体液中に
あるPG結合タンパク質が PGと複合体を形成した後、脂肪体制胞に存在するレセプター
に結合する可能性も考えられる。これまでに昆虫におけるバクテリア構成成分の認識シス
テムとして明らかにされているものにはフェノールオキシダーゼ系のβ■,3-グルカン認識
タンパクおよびPG認識タンパクがある 6)。また、一部の昆虫では体液中に存在するレク
チンが糖タンパクを認識しオプソニンとして働くと考えられている。しかし、前述したよ
うに抗菌性タンパク質の誘導因子であるPGをリゾチーム処理し低分子化した場合ではフ
ェノールオキンダーゼ系の活性化は認められない。また、レクチンによる糖認識に比べ、
誘導に必要な PG構造の特異性が極めて高いことなどから、抗菌性タンパク質誘導系の認
識システムはこれらのシステムとは明らかに異なると考えられる。PGは哺乳類の免疫担
当細胞にも直接作用しサイ トカイン誘発など、さまざまな免疫反応を活性化する。そのた
め、哺乳動物においてもPG結合タンパクの検索を含めPG認識システム全般の解明が試
みられているが現在までほとんど明らかになっていない。また、マウスマクロファージの
IL-12誘導に必要なPCが、カィコの場合と似かよった構造特異性を示すという報告 91)が
あることからもPC認識システムは昆虫に限らず哺乳類にまで共通して存在する可能性が
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考えられる。そこで本章では抗菌性タンパク質誘導に関わるバクテリア認識システムの解
明を目的とし、PG結合タンパク質の検出系の確立ならびに、それを用いたカイコの PG
認識タンパクの検索と同定を試みた。
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第2節 材料および方法
2-1材料
(1)バクテリア及びペプチドグリカン
】.“ιgα′射
"“
NCIMB 12520(】″p・メン∫つはThc National Collccdon of lndust?al and Ma?nc
Bactetta LTDより入手した。これ以外のパクテリアは第 Ⅱ章、第Ⅲ章に記載したものを
用いた。細胞壁由来PG及び直鎖状PGは第Ш章に記載したものを用いた。
(21 試薬
SulfosucccinimidyI  N―(Dぃb odnyl)‐6-aminohcxanontc  (BiOtin_ACs‐SuifO_Osu),  6-(6-
HydmzidOhexyl) amidohexyl  D―biottnamide (BiO―Sulfo―Osu), 1-phemyI_2-tiourca,
ethylendiamin―N,N,N',N'―tetrttcetic“id〕d sodium salt,dihydmte(EDTA‐2Na)以上の試薬に
ついては和光純薬工業仰 よ り購入 した。 SuIFosuccinimidけ12-Φ―az OS』絶ytamidO)ethメ1ー‐
3'‐dihioproPinate,(sASD)及び 1,3,4,6‐tctmchiofo‐3α-6α―dipheny181ycou?I(IoDO_GEN
Iodinanon Reagent)以上の試薬 についてはPIERCE社よ り購入 した。 3-(牛Hydfoxyphenyl)
pЮPionic acid N‐hy Юxysuccinimide,(B01tOn_Hunter Reagcnt)は  Aldich  chem.∞.より
phenylmehylsulfonyIΠuo?de(PMSF)はsigma社より 1,10-phenanthroline monohydratcはナ
カ ライ テ ス ク柳 よ り Na[12SI]、ピ SI]―BOlutOn_Hunttr試薬 は Du Pont,NEN Rescrch PfOducts
よりそれぞれ購入した。 アフィニティーカラムの担体である ForlnyI―cellulonncは生化
学 工 業 儡 よ り購 入 した 。 3‐[(3‐cholamidoproPyl)dmethylammonio]-1_propanesuFonate
(CHAPS)は仰同仁化学研究所 より購入した。
1)方法
(1)PG‐Ammity colummの調製
M′
"セ"∫
直鎖状PGは第Ⅲ章で述べたようにペプチド間側鎖を欠いているため、ペプ
チド側鎖に含まれるリジン残基は遊離のε_アミノ基を持っている。そこで、PGと結合す
るタンパク質を得るためにPGをリガンドとし、遊離のアミノ基を介して担体に結合させ
たアフィニティヵラムを調製した。平均糖鎖長22のM′
"ι
ヵ∫直鎖状PGを使用し、カラ
ムの調製は担体購入時付随のテクニカルマニュアルに従った。湿重量 7m8のホルミルセ
ルロファイン担体にM′
"θ"d直
鎖状PG溶液 (4mg/ml,0.2Mリン酸緩衝液 PH7.0)7mlを
剪
加え、室温にて 12時間振とうしながらインキュベートした。還元剤の Sodium cyano
boЮhydride(SCBH)を49mg加え、さらに室温で2時間インキュベートした。ブフナー
漏斗を用いてグルを蒸留水で洗浄した後、ブロッキング緩衝液 (0。2M T?s_HCI,pH7.0)を
14mi加え、再び室温で3時間振とうした。グルを蒸留水で洗浄し0.lMリン酸緩衝液,PH7.0,
に懸濁した。調製した担体はBIO‐RAD社のPoly―Prep chЮmatography column(0,8×4cm)に
充填し、4℃にて保存した。
(2)B.“ι
=α
貯 ,,μ NCIMB 12520 gη‐ヵざ・)を用 いた FH]―PGの調 製
B。 開ι
=″
冽
"P4のジアミノピメリン酸ωap)要求性変異株である β` PPag=何ιr'′“
NCIMB
12520oη‐,「/d‐)を対数増殖期まで生育させた後 PBSに懸濁した菌体(1.0×107∝1に)を
3,7MBqのPH]‐Dapを加えた 1000田Iのペプトンぃグルコース培地中 (2%ポリペプトン、
0.2%グル コー ス 、o.5%NaCI、20 μ B′Ru DAP,pH7.2)にて一 晩培養 した。 培養 後 、第 Ⅱ章
に記載した方法により細胞壁可溶性FH]―PGを調製した。
(31 F2SI]_BOltOn―Hun er試薬 に よ る PGの標 識
F251]標識したPGを用いて結合するタンパク質を検索するために肱 ′佗′∫直鎖状PGを
[1251]_BoltOn_Hunter試薬を用いて標識した。Bolton_Hunter試薬は水溶液中では不安定で分
解するため、P251]_B。ltOn_Huntcr試薬はベンゼン溶液として出荷きれる。まず、ベンゼン
を留去するため、乾燥用 Cac12を充填したトラップを介して N2ガスをエッペンチュープ
内の『
251]_B。ltOn_Hunter試薬 (9。25MBq)に吹きかけた。ベンゼンの留去を確認の後、こ
こへ lm8′ndの濃度で50m?Iホウ酸緩衝液pH8.5に溶解した肱 ′ガじИざ直鎖状PG溶液を50
μI加え、室温にて一晩反応させた。その後2Mグリシンを 50 μI加え、反応を停止させ
た。標識されたPGはSephadcx G‐25により精製した。
(4)ASD―PGの調製 斜)
分子 内 に活 性 ア ジ ド基 を持 ち UV照射 によ リタ ンパ ク質 と架 橋 す る Sulfosucci?midⅢl
2-ゅ‐azidOS』icylamidO>thyl-1-3'‐dithiopЮpina俺,(SASD)を用 いて PG結合 タ ンパ ク を検 索 す
るた め、 (2‐P―azid―Salicylamido-1,3‐dithiopЮpionate)―PG(ASD―PG)を調 製 した。500 μ lの肱
′
"セ
】s直鎖状PG溶液(lm8/ml,0,lMホウ酸緩衝液〕pH8.5)に、10μIのSASD溶液(40mg/mI,
DMSO)を加え、室温にて30分間インキュベートした。ここへ再びSASD溶液を加え、同
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様にインキュベー トすることでPGとSASDを反応させた。lMアルギニン溶液 (0.lMホ
ウ酸緩衝液,pH8.5)を0 μl加え未反応のSASDをプロックした後、20∞×gで2分間遠
心を行い上澄みを回収し21のPhOsPhate buFfcrcd s』illc,(PBS)pH7.2に対 して透析を3回
線 り返した。透析後、100 μlずつ分注 し、使用時まで-20℃で保存 した。また、以上の操
作は全て暗所、赤色灯下にて行った。
15)F2SI]_ASD"PGの調製
ASD―PGを醜『 251]にて標識した。標識の方法はクロラミンT法とヨードゲン法によ
り行ったが、結果的にヨードゲン法 9め により比活性の高い標識が可能であったため、以
降の実験で用いたl1251]_ASD―PGはすべてョードゲン法によって標識した。
100 μ lのヨードゲン溶液 (40mg/ml,ジクロロメタン)をガラスチュー次 10×75mm)に
入れ N2ガス置換しながら溶媒のジクロロメタンを留去し、チュープの底をヨードゲンに
てコーティングした。予め 10 μl(37MBq)のNaF251]07GBq/ml)とloo μlのASD―PG溶
液 (lmg/ml)の混合液をチューブに移し、室温にて30分間反応させた。未反応の NaF251〕
はSephadcx G-25によるグルろ過によって分離し、[12SI]_ASD―PGの精製を行った。
(6)『251]_ASD―PGによるフォトアフィニティラベル
検出対象のタンパク質溶液とF251]_ASD‐PG(0.41μ g/tube≒1,0×lo6cPm)をエッペンド
ルフチュープ内にて混合した後、暗所 27℃で30分間インキュベートした。チュープのふ
たを開け、約5cm上から短波長臥′(260 mm)を室温にて10分間照射した。ここへ等量の
SDS sample buffer(679 SDS, 8M urea, 20% 81yccrol, 0.∝% bromphcnyi blue, o.2M
dihi∝ryh?olを含む 125mWI T?s―HCi buffcr,pH6.5)を加えて3分間煮沸し、この20 μlを
7.5%SDS_PAGEに供し、10ovの定電圧にて泳動した。グルは銀染色キット (和光純薬)
にて染色した後、ゲルを乾燥させてォー トラジオグラフィーにより['51卜ASD―PCと結合
したタンパク質の検出を行った。
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(7)BIACOREシステム用センサーチップヘのPGの固定
生体分子間相互作用を測定する BIACORE2000(BiacOre AB)でPG結合タンパクを
検索するため、システムで使用するセンサーチップに PGを固定した。センサー表面にス
トレプトアビジンがコーティングされたセンサーチップsA(BiacOre AB)にPGを固定化す
るためにまず、これまでと同様M′′″
“
♂直鎖状PGのε_アミノ基をビオチン化した。PG
は平均糖鎖長22と平均糖鎖長6のものを用いた。lo μ BのPGを500 μlの10mNT HEPES
緩衝液,pH8.5 1こ溶解し、ここに等しいモル濃度になるように Biodn_ACs―SulFo―OSを加
え、25℃で 4時間反応させた。未反応のビオチンとの分離は NAP-5カラム (アマシャム
フアルマシアバィォテク仰)により行った。
直鎖状 PGと同様に細胞壁 PGをセンサーチップに固定化するため平均糖鎖長 4のB.
″c・L御抒 附,♂ 由来細胞壁 PGをビオチン化した。細胞壁由来のPGはペプチド側鎖間架橋
のため、遊離アミノ基が少なく直鎖状 PGを用いた方法ではビオチン化の程度が極めて低
くなることが予想されたため、糖鎖の還元末端をビオチン化した。loμ8のB.′誠ι剪♭,"'∫
PGを150mM NaCIを含む10mM MES緩衝液,pH5.5に溶解し、氷上にて同緩衝液の0,lM
過ヨウ素酸ナトリウム溶液を 2μl加え30分間反応させた。次にNAP-5カラムを用い、
蒸留水による溶出にてPGを回収し、これにPGと等しいモル濃度になるようにDMSoに
溶かした Bio?n_僻Cs)2~hydraゴdcを加え、25℃にて4時間反応させた。 再び NAP‐5カラ
ムを用いてビオチン化したPGを精製した。
センサーチップヘの固定化は BIACOREシステムにセンサーチップ sAを装着した後、
ビオチン PーCをシステムにインジェク トし、センサー表面上のス トレプ トアビジンと特異
的な結合をさせることで行った。それぞれのビオチン化した 10μ8のPGを200 μlのHBs
緩衝液 (lomM HEPES,pH7.4,150mM NaCI,3,4mM EDTA,0.0057cr Twecn20)に溶かし、この
うち 40 μlをそれぞれ2回ずつインジェク トして固定化 した。
(81 脂肪体制胞膜の調製
5令4日目のカイコ幼虫より第 Ⅱ章に記載した方法で脂肪体を描出し、湿重量の5倍量
の 150mM NaCl,0.lmM PMSF,lmM bcnzamidineを含む50mM Tris_HcI緩衝液,pH7.5,を加
え、テフロン‐ガラスホモジナイザーを用いてホモジナイズした。この組織破砕液を 10oo
×g,10分間、4℃にて遠心分離を行い、沈殿 した未破砕の組織と膜画分を含む上澄みを分
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郎した。上漫みには組融からの脂l1/J分が含まれており後の料製に不割∫合なためガーゼを 3
枚重ねてろ過することで除去した。ろ液を 100,∞0×g,60分間、4℃にて遠心分離し、沈
殿を前述の緩衝液にて遠心洗浄を3回繰り返した。得られた沈殿を同緩衝液に懸濁し、こ
れを脂肪体粗膜画分とした。
脂肪体細胞膜画分の可溶化は 1%CHAPSにて行った。タンパク濃度を 10 mg/mlに合
わせた膜画分懸濁液に10%cHAPSを1/10量加え、撹拌した。これにNaCIを0.35M,PMsF
を0.5mNfとなるように加え4℃、1時間緩やかに撹拌することで膜タンパク質の可溶化を
行い、loo,ocxl×g,60分間遠心分離して得られた上澄みを可溶性膜画分とした。
(91 カイコ幼虫体液タンパク質の調製
カイコ 5令3日目幼虫のすべての腹足先端を解剖用ハサミにて切断し、プロフェノー
ザレオキシダーゼの阻害剤である 1‐phenyl‐2-tiourcaを数mg程度加え氷冷したガラス試験管
にカイコ体液を満下させ採取した。これを 1,alo×g,10分間、4℃にて遠心分離し、血球
を除いた体液を使用時まで-30℃で保存した。
この体液 175mlを308Rdの100%飽和硫酸アンモニウム、pH6.5,と混合し、一晩4℃
にて放置した。14,000×g,20分間遠心し、得られた沈殿を、EDTA,1,10-phcnanthrdine
monohydratc,PMsFをそれぞれ lmM,1-phcnyI_2-thiourca 5mM,及びEtOHを1%含む0.2M
リン酸緩衝液に溶解し、2時間撹拌した。これを4,200×g,20分間遠心して上澄みを得た。
この_L澄み362耐に25%飽和になるように再び硫安を加え2Π寺問撹拌した後、14,000×g,20
分間遠心して2度目の硫安沈殿を行った。再び上述の緩衝液に溶解した後、SpCCtr.VPor l(限
外分子量 6,000_8,OCXl,Medic』Industnes,Inc)の透析チューブに移し 0.lMリン酸緩衝液 ,
pH6.5,に対して透析を3回繰り返した。透析終了後、2,闘×g,lo分間遠心して得られた
上澄みを実験に用いる体液タンパクとした。
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第3節 結果
(1)RI標識PGによるPG結合性タンパク質の検索
一般的なレセプターなどの検索方法として RI標識したリガンドを用いた結合実験が行
われている。抗菌性タンパク質の誘導にはPG認識タンパクの存在が考えられたことから
RI標識した PGを用いることで結合するタンパク質を検索することを試みた。タンパク
質やペプテドの標識の場合、分子中に含まれるチロシン、ヒスチジン、 トリプトファン残
基あるいは sH基に直接的に放射性ヨウ素を導入することで行われるが、PGは構造上そ
れ らの ア ミノ酸 を含 んで いな い。そ こで まず Dap要求株 で あ る B.阿θgprじ「デ′用NCIMB 12520
g甲‐力∫‐)をFH卜Dap存在下で培養することでPG中のDapをFHJ標識しFH]―PGを調製し
た。リゾチーム処理し、得られた可溶性細胞壁FH]―PGの比放射活性は74kBq/m8PC(=1.0
×106cPm/mg PG)であった。このFH]―PGを用いてカイコ脂肪体膜画分に対する結合実験
を行った。これにはエッペンチューブ内の膜タンパク質にFH]―PGを加えインキュベート
した後、TCA沈殿した膜タンパク質を吸引しながらガラスフィルターにてろ過した。フ
ィルター上に我った膜タンパク質をTCAで吸引ろ過しながら洗浄して余剰のPH]_PGを
除去し、フィルター上に残ったrH〕ぃPGのトー タルカウントを波体シンテレー ションカウ
ンターにて測定した。膜タンパク質へのPCの特異的な結合は、最大で 100倍量の非標識
PG存在下にて同様に結合実験を行い、 トー タルカウントから非標識 PG存在下によって
得られたカウントを差し引いた値を特異的結合量とした。膜タンパク質濃度、rH]―PG量
及び非標識PG量などの検討を行ったがいずれの場合も特異的結合を得ることができなか
つた。この原因としてPH]―PGの比放射活性に問題があると考え、さらに高い比放射活性
を得るため次にF251卜B。ltOn_Huntcr試薬によるPG標識を行った。
[1251〕_BoHOn_Huntcr試薬による標識の場合、FH]―PCのようにPGに直接標識する場合と
異なり[曖51]標識された化合物をPGのε_アミノ基に結合させることで問接的にF2SI]標識す
ることになる。一般的に、間接的に標識する場合は余分な化合物をリガンドに結合させる
ことで本来リガンドの持つ生理活性を消失させる可能性がある。そこで過剰量の非標識
Bolton‐Hunter試薬で処理したPGを調製し、これを用いてカッ,施での誘導系にて抗菌性
タンパク質の誘導効果を検討した。その結果、Bollon―Hunに『試薬の結合したPCは無処理
のPGと同程度の誘導効果を有していたことからPG結合タンパクヘの結合能を保持して
いると考えられ、r251]_BdtOn_Hunter試薬によるPG標識物を調製した。500μ8のB.
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脚θg″ιガ
"PPa細胞壁由来 PC(Mw.≧10,∞0)を9.25MBqの[12511_BottOn_IIunにf試薬により標
識した結果、比放射活性は約 5.0×108cPm/m8PGとなり、PH]―PCの500倍高い比放射活
性が得られた。このF2SI卜Bolton_Hunttr―PGを用い、これまでと同様の方法にて結合実験を
行った。FH]の場合より非放射活性が高いことから、特異的結合が得られるものと考えた
が過剰量の非標識PG存在下で得られるカウント数は標識PCを用いて得られるカウント
数とほぼ同じでありPGの特異的な結合を示す結果は得られなかった。
ここまで行った実験ではPGと特異的に結合する膜タンパク質の存在を明らかにするこ
とができなかった。この要因として以下の 3つの理由を考えた。1)目的とするタンパク
質が価めて微量であり、細胞を破砕して遠心により分画した程度では検出されない。 2)
粗膜画分ではその他の雑多なタンパク質を多く含むため非特異的な結合が大部分を占めて
しまう。3)PGが脂肪体制胞と結合するためには可溶性タンパク質の介在が必要である。
1)と2)については粗膜画分からさらに進んだ膜タンパク質の精製が必要であると考え
られた。3)については哺乳類マクロファージ細胞表面上のCD14へのLPSの結合に血漿
中の LBPを必要とすることから考察され、カイコにおいては体液成分に PCと脂肪体を
結ぶタンパク質が存在する可能性が考えられる。第Ⅱ章の ,コ ッ,rrοによる誘導系では脂肪
体のみの培養であり体液は存在しない。しかし、脂肪体はカイコ体液タンパク合成の場で
あり、洸 ッ,rr9で培養中に体液タンパクを分泌している可能性も考えられる。よって以上
の考察のもとに膜タンパク質の精製および体液中のPG結合タンパクの検索を検討した。
また、新たな検索方法 として PGにUV架橋剤の SASDを結合させた後 12SI標識 して調
製 した[確SI]―ASD‐PGを用 い、 これ と結合するタンパク質を SDS―PAGEによ り検出するこ
とを試みた。まず始めに[確51]_ASD―PGによる検出系の確立を行った。
(2}ド2SI]_ASD‐PGを用いたPG結合タンパクの検索
哺乳動物の免疫系細胞でPG結合タンパクの検索を試みたD?arskiら59ω,61)の一連の実
験結果より、PGが細胞培養に用いた血清タンパク中のウシ血清アルブミン (BSA)ある
いはマウス血清アルプミン (MSA)と結合することが明らかとなった。そこで[聡SI]―ASD―
PGによるカイコPG結合タンパク検索のためBsAをポジティブコントロールとして検出
系の確認を行った。
ド251]_ASD―PGによる検出は四段階で行われる(Fig.Ⅳ_1)。まず、1)[陀51]_ASD―PCとレ
セプタータンパク質の結合、2)UV照射によるリガンドとレセプタータンパク質の架橋、
ω
3)DTT処理による架橋の分断、4)SDS‐PAGEによるリガンドの解離及び、最終的にレ
セプタータンパク質へ'SI標識が移り、オートラジオグラフィーによる検出が可能である。
F251]_ASD―PGとBsAを27℃にて 30分問インキュベー トした後、UV照射及び DTT
処理の有無について条件検討した試料を SDS―PAGEに供した (Fig.Ⅳ_2)。泳動後のゲル
をオー トラジオグラフィーすることで 確SI標識されたBSAの検出を行った結果、UV照射
した条件でF251]_ASD‐PGとの結合を示すBSAのバンドが検出された (lane l,2,5,6)。
また、本来ならDTT処理とsDSによリリガンドであるPGが外れ、全体の分子量が小さ
くなるためバンドの位置が下がるはずであるlanc l, 2のバンドがDTT無処理のianc 5,6
よりも高い位置に認められたが、この結果についての理由は不明である。分子量マーカー
として用いたウシ血清アルプミン、卵白アルブミン、グリセルアルデヒド 3-リン酸デヒ
ドロゲナーゼ、炭酸デヒドラターゼ、 トリプシノーゲン、 トリプシンインヒビター、α_
ラクトアルブミンを含むタンパク混合液に[1251]_ASD―PGを加えインキュベート後.UV照
射及びDTT処理 した ものをSDS_PAGEに供 した ところ、BSAにのみ結合が認め られた(Fig.
Ⅳ‐2B)。さ らに、BsAの濃度 を 2,0.2,0,02 μ g/mbcとして同様 に[貶51]ぃASD―PCの結合 を検
討した結果、BSA濃度が0.02μ8'tubcの場合、 F251]ェsD―PGのBSAへの結合が非標識PG
によって阻害され BsAへの結合を示すバンドが薄くなった(Fig.Ⅳ_3)。これらの結果は
BSAに対して PGが特異的に結合することを示唆し、Dzi劉'smの結果 a)と_致した。以
上のことから『
2SI}ASD―PCを用いた SDS―PAGEによる PG結合タンパク検索のためのシ
ステムが確立されたものと考え、以降の実験を行った。
カイコ幼虫体液を用いた場合に PGとの結合を示すバンドが認められた(Fig.Ⅳ_4)。血
球を遠心により除いただけの血漿体液Klane 3)ではほとんど検出されなかったが、硫安分
画によって調製した体液タンパク(lanc 5)については BSAと同じ位置にPGと結合するバ
ンドが確認された。
この反応液中に約 500倍量の非標識 PGを加えると[1251]_ASD―PGの結合が妨げられ、
[pSI]―ASD―PGとの結合を示していたバンドが薄くなった (Fi8・Ⅳ-5,Iane 2)。さらに、こ
の結合はLPSによって阻害された (lanc 3)。その他、β-1,3-グルカンのラミナリン、β■,4‐
グルカンのキチン及びその脱アセチル化物であるキトサン、さらにPGの構成糖である N―
アセチルグルコサミンについて同様に反応液に加えて検討したが、これらは[12SI]_ASD‐PG
の結合を阻害しなかった (lane 4,5,6,7,8)。これらの結果は、体液中にPGと特異的に結
合するタンパク質の存在を示唆した。また、硫安分画によって部分精製し、濃縮すること
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で初めて検出されたことから、体液中に極めて微量しか存在しないものと考えられる。さ
らに、PGの結合が抗菌性タンパク質の誘導因子の一つであるLPSによって阻害されたこ
とから、このタンパク質がPGとEPSの認識に働いている可能性が考えられた。
また、脂肪体制胞膜について同様にフォトアフィニティー結合実験を行ったが、 F2SI]_
ASD‐PGと結合するタンパク質は認められなかった。
_N_!_℃H2~CH2~巧~S~℃H2~CH2~ヽ一:ざ N3
[12SI]_ASDLSPG
皐CH2
I
(1)Receptor binding steP   /           
渤
/Nガ
H2
(3)DTT treatment
とと~CH2~CH2~SH
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/    (41 sDS‐
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/SH
/CH2
1~Tざ
/CH2
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Fig.lV-l Reacion scheme for detecting PG―binding pЮtein wi h[1251]_ASD―PG
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Fig。lV-2 Binding of[1251]_ASD―PG to BS .
A,[12SI]_ASD―PG ζ光2μg/tube,■OX 106 cpm)WaS incubated witt BSA(0,2μg/tube)
wi血(lane 2,4,6 and日ウOr wihout(lane l,3,5 and 7)additiOn Of cold PG(20μ
g/tube)at 27℃for 30min.After incubadon,each sam,le waS irradiated witt UV
(lane l,2,5 and 6)or not(lane 3,4,7 and 8)hen tteated witt DTT(lane l,2,5 md6)
or not(lane 3,4,7 and 8).Samples were hen analyzed on 7.5%SDS―PAGE and
mdioacive bands were ?sudized wih autoradiography.
B,Molecular weight marker Prottins(BSA,hen egg albumin,glyceralde?de-3-
PhosPhate de■ydrogenase,carbonic anhydrase,trypsinogen,trypsin inhibitor)Were
incubated win [12SI]_ASD―PG witt or wittout 100 μ g f cold PG. lane l,
autoradiography;lane 2,silver stained.The arrow indicates the band of BSA.
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ng.Ⅳ-3 1nhibition of binding of[1251卜ASD‐PG to BsA by cold PG・[1251]=ASD‐
PG was incubated at 27℃ for 30 min with O.02,0,2 or 2 μ g of BSA in the presencc
of 100 μ g of cOld PG. Salmples were tteated as descibed in Fig,W-2 and analyzed
on 7.5 70 SDS―PAGE.  The radiOac伍ve bands were visuahzed by autoradiograPhy,
0.2 0。02
?
?
65
32
66KDa→
Cold PG ― +
BSAHemolymphAmmonlum
sulfate fractiOn
Fig.lV‐4 Bindngof[1251]_ASD―PG laⅣal hemolymph PrOtein.
Herlolymph protein was Panially puttied as descibed in ``Matettal:nd Mettods".
Hemolymph(115μ g/tubのOr mmonillln sulfate frac慎o■(36μ g/tube)waS incubated
wi血[1251]_ASD―PG ω.41 μ g/tube)1.0×lo6 cPm)at 27℃fOf 30 mino Samples
were similarly tteated as desc?bed in Hg.lV_2. The arOw indicates he band of
BSA.
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Control LPS    ZymOsan   cMtosan
Laminar?   chitin   GluNAcPG
Competitor
Fig. Ⅳ-5 1nhibition of the binding of PG to hemolymph protein by vattous glucans
md LPS.Pa?ally pu?ned hem。lymph protein(36μ g/血be)waS incubated with
[121]=ASD―PG(0.41 μ g′tube,1.0×106 cPm)in the presence of v?ous glucans and
LPS(200μ g/mbe)as indicated at 27℃for 30 mine Samples were si?larly treated
as descrlbed in Fig, IV-2.
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(3)ЫACORE2CDalによる PG結合タンパクの検索及び PG―アフィニティカラムによる精
製
上記の方法では脂肪体細胞膜由来の PG結合タンパク質の検出には至らなかった。そこ
で新たな検出法として BIACORE2000を用いて検索 行った。BIACOREシステムはセン
サーチップ上に固定化 したリガンドに特定のタンパク質が結合するとその質量変化を検出
することから、一般にレセプターとリガンドの分子間相互作用を解析する目的で使われる。
本章の目的である脂肪体細胞膜に存在すると考えられるPG結合タンパク質の検出のため、
リガンドとして PGをセンサーチップに固定化し、ここへ脂肪体可溶化タンパク質を供す
ることで検索を行った。センサーチップヘの固定化には平均糖鎖長22及び6のM JJtttμ∫
直鎖状PG及び平均糖鎖長4のB.′,)ι刺俳wね細胞壁由来のPGを用いた。このシステム
では、一つのセンサーチップ上に4種類のリガンドの固定化ができ、検索の対象となる一
つのタンパク質溶液について同時に4種類のリガンドに対する相互作用が測定可能である。
そこでPGに特異的な結合を示す指標として、センサーチップ上のNo.1～3の3箇所に種々
のPGを固定化し、NO.4はプランクとして用いた。PGに対する結合はPGを固定化した
No.1～3のそれぞれより得られた値とブランク値との差で表した。まず始めに、1%cHAPS
により可溶化した膜タンパク質を pH5.5～9.0の緩衝液を用いて透析した後、それぞれをタ
ンパク質濃度として loO μ 8/mlに調製したものについてセンサーチップヘの結合を測定し
た。その結果、全ての固定化 PGとの相互作用が認められ、pH5.5で最も高い値が得られ
た(Fig.Ⅳ_6)。さらに、5～40 μ g/mlの範囲内でタンパク質の濃度依存的に結合量の増加
が認められた (Fig.Ⅳ_7)。
以上の結果から1%cHAPSにより可溶化した脂肪体膜タンパクにPG結合タンパクが
含まれている可能性が考えられたため、次にPCをリガンドとして用いたアフィニティー
カラムを用い精製を試みた。1%CHAPSを含む50mM T?s_HCI緩衝,pH7.5〕により可溶化
して得 られた膜タンパク質 10m8を0.5%CHAPSを含む50mM MES緩衝液,pH5.5,に対し
て透析し、同緩衡液にて平衡化 した PG―アフィニティーカラムに流速 13.5m1/hにて一晩循
環して吸着させた。未吸着画分の洗浄は 280mmの吸収を測定しながら平衡化緩衝液にて
行った。溶出は0,5M KCIを含む平衡化緩衝液を用い0～0,5M KCIの濃度勾配により行っ
た。lmlを1フラクションとして集め、それぞれのフラクションについて BIACOREによ
る PG結合性を測定した(Fi8・Ⅳ-8)。未吸着フラクションに PGと結合を示すタンパク質
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は認められず、約 100mNTのKClにより溶出されたフラクションにPG結合性を示すタン
パク質が検出された。この結合はセンサーチップ上の3種類のPGのいずれにも結合性を
示したが、Figo Ⅳ‐7では低分子直鎖状PGに対する結合についてのみ表示した。この結合
性の認められたフラクション51～53を集め、約 200 μ gのタンパク質が得られた。
14)PG結合特異性の検討
PG‐アフィニティヵラムクロマ トグラフィーにより精製した脂肪体細胞膜由来の PG結
合タンパク質について、M′
"♂"♂
高分子直鎖状 PG,β.′,cル
“
″rW′ぎ細胞壁 PG、キチン及
び LPSによる固定化 PGへの結合阻害を測定した。M′
"ι
μ♂高分子直鎖状 PC及び B.
″c力ι
"″
r胸西細胞壁PGは、それぞれ 250μ8′ml、キチン及びLPSは500μ8/mlとなるよう
に膜タンパク質溶液(10μ8/ml)に加え、それぞれについて BIACOREにて測定した(Fi8・Ⅳ
-8)。コントロールである膜タンパク質のみを測定して得られた値を 100とし、各多糖存
在下で得られた値を%にて示した。その結果、細胞壁 PGにより固定化 PGとの結合がコ
ントロールに比べ約 50%程度阻害されたが、その他の糖では顕著な阻害は認められなか
つた。これは PG―アフィニティーヵラムにより得られた膜タンパク質にPG特異的に結合
するタンパク質が存在することを示唆する結果であった。
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Fig,IV-6 Effect of pH on the binding Of sOlllbilized fat body membrane protein
to imlnobilized PG.Fat body cell lnembrane was sohibilized with l%cHAPS.
An aliquots was taken and the pH of the sOlution was attuSted to 5.5～9.O as
indicated with MES burer(。),HEPES buFfer(▲)Or BICIN bu∬er(■)。
Samples(4 μ g Proteinin 40 μl)were used fOr measuring the binding to
immobilized PC with BIAcore 20C10.
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Fige lV-7 Dose dependent bindng of solubilized Hlembrane proteins.
Sdubilized menbrane pЮtein(40μl)of he indicated concentraion was
対eCted in BIAcore 2000甑d he binding to low molecular weightlinear
PG was measwed.
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Figo Ⅳ-8 PG―fo..ュlyl―cellulorlne colurm chromatography of solubilized fat body
membrtte protein.Ftt body cell membrane was solubilized win l%cHAPS and
applied to a column(0。8×4cd ofPG―oェ▲二ylcelluloine equilibrattd wi血50mlИ
MES buffer,PH5,5,contai?ng O.579 CHAPSo The coluIIm was washed witt he sanle
buffer and eluted wi血40mi of a linear gradient forlned with O and O.5M KClinthe
same buffere lmu fractions were coll∝ted.Each fracdon was dluted ttn imes wih tte
same buffer,甑d ttalyzed by BIACORE 2000。(中中 ),A28 ;仲H→,binding to
iIImobilized PG;cttWW山“),KCI。
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ng.]v_9 Effect of various giucans and LPS oal he binding of solubilized membrane
protein to immobilized PG.PG―binding pЮtein was pl?ied by PG‐afflnity columm
chromatogmphy.Cdl wdIPG,hnear PG,LPS or chitin was added to the protein
sdution(10μg/ml)and the Ыnding to he immobilized cell wall PG was measured in
BIACORE 20CpO.The value was exPttSSed as a percentage ofthe maximum binding in
the absence ofadded compeuton cdl wЛI PG,】,′,clLじ刀ゎ翻,s cell WaⅡ PG
c250μ g/ml);Linear PG,M加″翼d linear PG(250μ g′ml);LPSfЮmユ6οJ,0111:B4
(500μ g′ml),Chiun,(500μ g/ml).
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第4節 考察
これまでに知られている昆虫におけるバクテリア認識に関わるタンパク質は主に LPS
の認識に関するものがほとんどであり、PGに関する報告は少ない。カイコにおいてこの
PG認識システムの検索を試みた結果、体液中と脂肪体細胞膜に PCと結合するタンパク
質が存在することが明らかとなった。体液に含まれるPG結合性タンパク質は[12SI]■sD―PG
とSDS―PAGEを用いたフォトアフィニティ実験の結果、70kDa付近に存在していた。Asnda
ら 6)の単離したフェノールオキシダーゼ系の PG認識タンパク質(PGRP)は1lkDaの分子
量であることから、今回検出された体液のPG結合タンパクはフェノールオキシダーゼ系
の PGRPとは異なるものと考えられる。しかし、P251]_ASD―PGの結合が LPS存在下で競
合的に阻害されたことから、このタンパク質はPGに特異的とは言えない。
脂肪体制胞膜のPG結合タンパクはRI標識したPGを用いた検索が困難であった。恐ら
くこのタンパク質は極めて微量にしか存在しないか、PGとの親和性が低く、一般的なレ
セプター検索方法では検出され難いのではないかと考えられた。本研究では無菌飼育した
健常カイコの脂肪体を材料として検索を試みたが、最近 β.μοr,より見つかったグラム陰
性菌結合タンパク質(GNBP)の場合 90、バクテリアの注射により免疫化した体液中から検
出されていることから、目的とするPG結合タンパク質もバクテリアの感染により誘導さ
れ、脂肪体細胞表面上の数が増える可能性が考えられる。
最終的にBIACOREシステムを用いた結果、1%CIIAPSにより可溶化した膜タンパク質
の中に PGと相互作用するタンパク質が検出された。センサーチップに固定化した β.
“
θど
'9ri"μ
細胞壁PG及び平均糖鎖長6と22の肱 ′
"じ"d由
来の直鎖状PCのいずれのPG
にも結合が認められ、PH 5.5の酸性条件で高いレスポンスが得られた。一般的にBIACORE
で表されるレスポンスは溶媒のpHや共存する塩濃度の影響を受けるため、pH 5.5の条件
はこのタンパク質とPGの結合の至適 pHを表すと言うよりもBIACOREシステムで高い
検出感度を得るための条件であると考えられる。
可溶化した膜タンパク質からの精製を目的とし、Pcをリガンドとしたアフィニティヵ
ラムクロマトグラフィを行った結果、100mMのKClにより単一のピークが溶出された。
このタンパク質とセンサーチップに固定化したPGとの結合は遊離の細胞壁PGにより阻
害され、LPSでは阻害されなかったことからこの結合がPGに特異的であることが明らか
となった。本研究により検出された脂肪体細胞膜由来のPG結合タンパク質は現段階では
密
抗菌性タンパク質誘導に関与する確証は得られていない。しかし、少なくともフェノール
オキシダーゼヵスヶ―ド系のPGRPとは異なり、可溶性の低分子PGに特異的な結合を示
し、脂肪体制胞膜に存在することから、パクテリア感染のシグナルをPGの形で認識し、
そのシグナルを細胞内へ伝達する働きを持つと考えられる。
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総括
昆虫の生体防御反応の一つである抗菌性タンパク質の誘導は、バクテリアの生体内への
侵入の結果、その細胞壁ペプチドグリカン(PC)あるいはリポ多糖●PS)が誘導因子として
働くことで生じる。これまで様々な昆虫より抗菌性タンパク質が数多く発見され、薬理学
的なアプローチからその抗菌性や有効性に関する研究が盛んに行われた。その一方で、バ
・ クテリア感染から抗苗性タンパク質合成までの誘導経路に関する分子生物学的な立場から
の明確な解明を得るまでには至っていない。
本研究では抗菌性タンパク質誘導機構の解明を目的として、哺乳類免疫系でもLPSと
は異なる新たな免疫活性化因子として注目されているPGについて、カイコにおける抗菌
性タンパク質誘導効果とPG構造の相関性およびカィコ生体内に存在すると考えられるPG
認識システムの特定を試みた。
まず、脂肪体組織を培養し、加ッ′施 での抗菌性タンパク質誘導系を確立することから
初め、以下のような結果を得た。
これまでカィコ生体内に侵入したバクテリアは血球による食作用を受け、それにより生
じたPG断片が誘導因子として働く場合や哺乳類に代表されるような免疫担当細胞による
抗原提示を経た結果、抗菌性タンパク質が誘導される可能性が考えられた。しかし、加ッ′ソο
での実験系では血球や体液などの役割を明確にすることが不可能であうた。脂肪体を組織
培養した 滋ッirroでの実験結果から血球の直接的関与が無くても抗菌性タンパク質が誘導
されたことから、この誘導系に血球は必ずしも必要ではなく、体液中に恒常的に存在する
リゾテームによる細胞壁分解を経て誘導因子であるPG断片が生じ、これが直接のエリシ
ターとして働くのではないかと考えられる。故にリゾチームは感染初期の抗バクテリアと
しての働きのみ成らず、誘導性の抗菌性タンパク質誘導に必要な PG分子の生成に関与す
る可能性が考えられる。この可能性を証明するには何らかの形でリゾチーム活性を特異的
に阻害した条件で、同様にバクテリア菌体による誘導実験を検討する必要がある。
この 加ッ,Pr9の実験ではさらに抗菌性タンパク質誘導が PG構造に依存することを示唆
した。また、その結果をもとに M Prrr9Dば ょり調製した直鎖状のPGを用いた一連の実験
結果から抗菌性タンパク質誘導に必要な PGの最小構造が特定された。GhNAc―MurNAc
の糖鎖部分とテトラペプチドからなるPGの最小ユニットの繰り返しが2である糖鎖長4
のPG構造が誘導因子としての最小構造であることが特定され、さらにM′trセ′∫のような
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グラム陽性苗細胞壁 PCに認められるPGユニット間を結ぶ特定の架橋構造が誘導因子と
しての働きを阻害する可育酵性が考えられた。これらの結果はカイコ生体内にあるPG認識
システムのPG構造に対する特異性の高さを裏付けるものであった。哺乳動物においても
PGはバクテリア感染による発熱や睡眠あるいはサイトカインの過剰分泌に伴う炎症など
の誘発因子として働き、あるいは補体系の活性化やアジュバント効果を持つことが明らか
となっている。さらに、これまでグラム陰性菌により生じる感染症の原因が LPSだけで
。はなくグラム陰J陛及び陽性菌に共通して存在するPGも要因の一つであることが明らとな
り、グラム陽性菌のPG構造とそれにより生じる免疫反応の相関性に着目した報告が最近
になり見受けられる。これらの報告のほとんどはPGを構成するペプチド組成のみに注目
し、架橋構造について触れたものは少ない。M JEtyιμざ 由来のPGに関した例に、ネズミ
マクロファージの Iと12誘導の効果に関する報告がある。さらに、種々のグラム陽性菌の
感染による Drodリカ協の抗菌性タンパク質遺伝子の発現効果を検討した報告もある。これ
らの結果はいずれも本論の結果と一致し、M′,′ιμざ のPGには生体防御反応の誘発効果
が低いことを示している。
PG認識システムの特定を目的として[1るI]―標識したPGを用いて PGと特異的に結合す
る生体分子の検索を試みた結果、体液中にPCと結合するタンパク質の存在が確認された。
SDS―PAGEの結果、この体液タンパク質は約70k助の分子量から成り、ビ蓉I]―PCの結合が
非標識のPGおよびLPSによって阻害された。この[1密I]―I℃を用いた実験系では脂肪体組
織からのPG結合タンパク質の検出には至らなかったが、BIACORE2000を用いることで
存在が確認された。脂肪体制胞膜を 1%CHAPSにより処理し PC―アフィニティカラムを
用いて精製することで得られた可溶化膜タンパク質はセンサー上に固定化した PGと相互
作用を示し、脂肪体細胞膜にPGと結合する膜タンパク質の存在することが明らかとなっ
た。センサーチップ上に固定化したPGとの結合は遊離のPGにより阻害され、LPSでは
阻害効果は認められなかった。抗菌性タンパク質産生器官である脂肪体細胞膜のPG結合
タンパク質は誘導因子であるPGを認識し細胞内へのシグナル伝達に関わるレセプターと
して働く可能性が高いと考えられる。体液中にはフェノールオキシダーゼ系に関わるPG
認識タンパクぃ RPJの存在が報告されているが本研究によって検出されたタンパク質と
は分子量が異なる点及び LPSと結合を示すことからPGRPとは異なると考えられる。こ
の体液中に存在するPG結合タンパク質が抗菌性タンパク質誘導に関わるとした場合、哺
乳動物におけるLPS認識システムであるLPS bindng pЮttin K■BDとCD14のようにPGを
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脂肪体細胞上のレセプターヘ提示する担体として働く場合や、PCとの複合体形成がレセ
プターによる認識に必要であるという可能性が考えられる。
以上の本研究の結果を基に考察された、バクテリア感染から抗菌性タンパク質誘導に至
るまでのカイコ生体内の分子機構についての概略を次ベージに図示した。
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∞3)脂肪体細胞膜に存在するPG receptorを
CecroPin
LysoTme
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